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บทบรรณาธิการ

สวัสดีผู้อ่านวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ทุกท่าน เล่มนี้เป็นปีที่ 56 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม-กันยายน 2557 

มีบทความที่น่าสนใจทั้งหมด 5 เรื่อง มีเรื่องที่เกี่ยวกับยาสมุนไพร 2 เรื่อง ได้แก่ การตรวจเอกลักษณ์ทางเคมี-ฟิสิกส์ของ

เทียนแดง  เนื่องจากเทียนแดงเป็นสมุนไพรชนิดหนึ่งในเทียนทั้งเก้าซึ่งเป็นที่นิยมใช้ในอุตสาหกรรมผลิตยาแผนโบราณ

แต่พบว่ายังมีข้อมูลด้านคุณภาพทางเคมีไม่เพียงพอส�ำหรับการจัดท�ำมาตรฐานในต�ำรามาตรฐานสมุนไพรไทย  ผู้นิพนธ์ 

จึงได้ด�ำเนินการศึกษาในครั้งนี้ ส่วนเรื่องที่ 2 ความปลอดภัยของยาจากสมุนไพรในบัญชียาหลักแห่งชาติเป็นการส�ำรวจ 

ยาสมุนไพรในบัญชียาหลักแห่งชาติตามโครงการประกันคุณภาพยาสมุนไพรที่ใช้ในโรงพยาบาลของภาครัฐเพื่อให้ได้

ข้อมลูการปนเป้ือนโลหะหนักและเชือ้จุลินทรย์ีในสมนุไพรกลุม่ดงักล่าว เรือ่งที ่ 3 การประเมนิความเสีย่งด้านสิง่แปลกปลอม 

ในเส้นก๋วยเตี๋ยว เป็นการส�ำรวจสิ่งแปลกปลอมขนาดเล็กที่น่ารังเกียจ มองไม่เห็นด้วยตาเปล่า เช่น ชิ้นส่วนของแมลง

ขนหนู ขนนก และอื่นๆ ในเส้นก๋วยเตี๋ยวที่ผลิตขายในท้องตลาด ซึ่งข้อมูลการส�ำรวจครั้งนี้สามารถน�ำไปใช้ในการพัฒนา 

ขั้นตอนการผลิตก๋วยเตี๋ยวที่มีคุณภาพตีต่อไป เรื่องที่ 4 การทดสอบความถูกต้องของวิธี Capillary Electrophoresis-

Sodium  Dodecyl  Sulfate  เพื่อตรวจสอบเอกลักษณ์และความบริสุทธิ์ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี มีวัตถุประสงค์
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ผู้บริโภคให้ได้รับสินค้าท่ีดีและมีคุณภาพ  และสุดท้ายเรื่อง  ค่าร้อยละสัมประสิทธิ์การเปลี่ยนแปลงในการประเมิน

คุณภาพภายนอกระดับชาติของห้องปฏิบัติการเคมีคลินิก ประเทศไทย พ.ศ. 2551-2556 มีวัตถุประสงค์เพื่อปรับปรุง 

พัฒนาและด�ำรงไว้ซึ่งการวิเคราะห์ที่มีคุณภาพตามมาตรฐานสากลอย่างต่อเนื่อง บทความทั้ง 5 เรื่องที่กล่าวมาข้างต้น 

มีรายละเอียดและข้อมูลที่น่าสนใจและน่าติดตามอย่างยิ่ง

ในฉบบันีข้อแจ้งข่าวดใีห้ผูอ่้านและผูส่้งบทความได้ทราบทัว่กนัว่า  การจดัท�ำวารสารกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์

นบัจากฉบบันีเ้ป็นต้นไป เราได้น�ำระบบบรหิารคณุภาพ ISO 9001:2008 มาใช้ในการด�ำเนนิงาน โดยมขีัน้ตอนและระยะเวลา 

การด�ำเนนิทีก่�ำหนดไว้ใน Quality Procedure (QP) ซึง่นบัเป็นหนึง่ในหลายกระบวนการด�ำเนนิงานของกรมวทิยาศาสตร์ 

การแพทย์ ที่ได้ผ่านการรับรองจาก United Registrar of Systems (Thailand) Limited (URS) ตั้งแต่ต้นเดือน

กันยายนปีนี้  ทั้งนี้ความส�ำเร็จในการพัฒนาระบบบริหารคุณภาพ  ISO  9001:2008  เกิดจากนโยบายของอธิบดี 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ นายแพทย์อภิชัย มงคล และการสนับสนุนจากรองอธิบดีทั้ง 3 ท่าน รวมทั้งความมุ่งมั่นของ

ทีมงาน  จึงขอฝากความม่ันใจกับผู้ส่งบทความและผู้อ่านทุกท่านว่าวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์นอกจากจะมี

คุณภาพเชิงวิชาการแล้วเรายังได้น�ำระบบบริหารคุณภาพ ISO 9001:2008 มาใช้ในการด�ำเนินงานตามที่กล่าวแล้ว

	 ดร.เยาวภา  พงษ์สุวรรณ

	 บรรณาธิการ
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บทคดัย่อ  เทยีนแดง  คอืเมลด็แก่แห้งของ Lepidium sativum L. (Garden Cress) ใช้ผสมในยาแผนโบราณทีข่ึน้ทะเบยีน
ในประเทศมากกว่า 80 ต�ำรับ ได้ศึกษาวิธีตรวจเอกลักษณ์ทางเคมีและฟิสิกส์ของเทียนแดง  พบว่าการทดสอบต่อไปนี้สามารถ
ใช้ตรวจเอกลักษณ์ทางเคมีและฟิสิกส์ของเทียนแดงได้ คือ การพองตัวของ Mucliage เมื่อถูกน�้ำและเกิดสีกับ ruthenium 
red TS, การท�ำปฏิกิริยาเกิดสีกับ dilute nitric acid, sodium hydroxide TS และ ninhydrin TS, การท�ำปฏิกิริยา 
เกิดตะกอนกบั acetic potassium iodobismuthate TS, การทดสอบอนมุลู cyanide และ sulfide โดยวธิ ีpaper strip และ 
การเปรยีบเทยีบ Thin-layer Chromatogram ของสารสกัดกับสารมาตรฐาน sinapic acid นอกจากนี้ตามที่มีรายงาน 
ระบุว่าพบ lepidine ในเทียนแดง จึงได้ศึกษาเปรียบเทียบ Thin-layer Chromatogram ของสารสกัดจากเมล็ดเทียนแดง 
กบั lepidine ปรากฏว่าไม่พบ lepidine ในตวัอย่างทีน่�ำมาศึกษา และในรายงานทีพ่บสารช่ือ lepidine น้ัน แสดงสตูรโครงสร้าง
ของสารดังกล่าวเป็นกลุ่ม imidazole alkaloid ซึ่งมีสูตรโครงสร้างแตกต่างจาก lepidine ที่ปรากฏใน Merck index
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บทน�ำ

เทียนทั้งเก้า คือ เทียนขาว เทียนด�ำ เทียนแดง เทียนข้าวเปลือก เทียนตาตั๊กแตน เทียนเยาวพาณี  

เทยีนสัตตบุษย์ เทียนตากบ และเทียนเกลด็หอย เป็นสมนุไพรทีไ่ด้รบัการคดัเลอืกเพือ่จดัท�ำมาตรฐานในต�ำรามาตรฐาน

ยาสมุนไพรไทย (Thai Herbal Pharmacopoeia) และเป็นสมุนไพรที่ใช้บ่อยในอุตสาหกรรมผลิตยาแผนโบราณ 

เทียนแดงที่โบราณใช้ท�ำยามีสรรพคุณแก้เสมหะ ลม และดีระคนกันซึ่งเรียกว่าสันนิบาต แก้ลมเสียดแทงในล�ำไส้  

แก้ลมคล่ืนเหยีน โดยใช้ร่วมกบัสมุนไพรเทียนชนดิอืน่ในพกิดัเทยีนทัง้ห้าและเทยีนทัง้เก้า ซึง่สรรพคณุโดยรวมมรีสสขุมุ

ท�ำให้ร่างกายอยู่ในสมดุล คือไม่ร้อนหรือเย็นเกินไป(1)

เทียนแดงเป็นเครื่องยาที่มีการพิสูจน์เอกลักษณ์และจัดท�ำข้อมูลทางเภสัชเวท(2) จากเมล็ดแก่แห้งของพืช 

ที่มีชื่อพฤกษศาสตร์ว่า Lepidium sativum L. ในวงศ์ Cruciferae (Brassicaceae) มีชื่อสามัญว่า  

Garden Cress(3) เป็นพชืพืน้เมืองของเอเชยีตะวนัตกและแพร่ไปสูป่ระเทศทางยโุรปตะวนัตก เมลด็เทยีนแดงทีจ่�ำหน่าย

ตามร้านขายยาสมุนไพรในประเทศไทยเป็นสมุนไพรน�ำเข้าจากต่างประเทศ ข้อมูลการน�ำเข้าสมุนไพรที่ได้รับความ

อนุเคราะห์จากส�ำนักงานศุลกากรน�ำเข้าท่าเรือกรุงเทพ แจ้งว่าประเทศที่ผลิตสินค้าคือ ปากีสถาน อินเดีย และ

อัฟกานิสถาน พืชท่ีให้เมล็ดเทียนแดงเป็นพืชขนาดเล็ก อายุ 1 ปี ดอกเป็นช่อ ออกรวมกันเป็นกระจุกท่ี 

ปลายยอดในช่วงเดือนมิถุนายน-กรกฎาคม ดอกมีขนาดเล็กมาก ประมาณ 3-5 มิลลิเมตร สมบูรณ์เพศ 

สม่ีวงอ่อน ผลแบบผลผกักาด เม่ือสุกแตกเป็นสองแฉกยดึตดิกันด้วยแกนทีต่ดิตัง้ ไข่ลกัษณะคล้ายปีกแยกไปทัง้สองข้าง 

เมล็ดมีสีแดงขนาดเล็กคล้ายรูปไข่ ผิวมันลื่น เรียบ ไม่มีขน ปลายข้างหนึ่งเรียวมีลักษณะเป็นร่องตามแนวสั้นๆ 

เปลือกเมล็ดจะพองตัวเมื่อถูกความชื้น(2) (ภาพที่ 1)

จากงานวิจัยท่ีศึกษาตัวอย่างเมล็ดเทียนแดงที่จ�ำหน่ายในประเทศไทย ยังให้ข้อมูลด้านคุณภาพทางเคม ี

ไม่เพียงพอส�ำหรับการจัดท�ำมาตรฐานในต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย ได้ศึกษาคุณลักษณะเฉพาะตัวและรายงาน 

การวิจัยที่พบสารประกอบในเมล็ดเทียนแดงระบุว่ามี edible oil สูงถึงร้อยละ 58(3) และพบสารประกอบต่างๆ เช่น 

benzyl cyanide, benzyl isothiocyanate, allyl glucosinolate, amino acids, sinapic acid, sinapine 

และlepidine(2, 4, 5) เพ่ือน�ำมาใช้ในการทดสอบเอกลักษณ์ทางเคมี-ฟิสิกส์ของเมล็ดเทียนแดงโดยอาศัยปฏิกิริยา 

ทางเคมีระหว่างสารประกอบในเมล็ดเทียนแดงกับสารเคมีที่เติมลงไปท�ำปฏิกิริยาเพื่อพิสูจน์ว่ามีสารประกอบชนิดนั้น

ภาพที่ 1  เมล็ดเทียนแดง
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อยู่จริง ซึง่ปฏกิริยิาทางเคมีดงักล่าวจะเฉพาะเจาะจงกับสารประกอบทีม่ใีนเมลด็เทยีนแดง เช่น ปฏกิิรยิาการท�ำให้เกดิสี 

การท�ำให้เกดิการตกตะกอน นอกจากน้ีวิธกีารตรวจเอกลกัษณ์ของเมลด็เทยีนแดงโดย Thin-layer Chromatography 

(TLC) ที่มีผู้รายงานไว้แล้วนั้น(2, 7) ยังไม่มีสารส�ำหรับเปรียบเทียบค่า Rf  จึงได้ศึกษาสารประกอบในเมล็ดเทียนแดง

ที่อาจน�ำมาใช้เป็นสารเปรียบเทียบ (marker) เพื่อน�ำข้อมูลผลการทดสอบไปประกอบการพิจารณาในหัวข้อ 

การตรวจเอกลักษณ์ทางเคมี-ฟิสิกส์ของเทียนแดงเพื่อบรรจุในต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่างสมุนไพร

เมล็ดแก่แห้งของเทียนแดงจ�ำนวน 15 ตัวอย่าง ซื้อจากร้านขายส่งและขายปลีกสมุนไพร ในเขต

กรุงเทพมหานคร จ�ำนวน 10 ตัวอย่าง และในส่วนภูมิภาคจ�ำนวน 5 ตัวอย่าง คือ จังหวัดเชียงใหม่ เชียงราย 

ชลบุรี ขอนแก่น และสงขลา จังหวัดละ 1  ตัวอย่าง ทุกตัวอย่างได้ผ่านการพิสูจน์เอกลักษณ์ทางเภสัชเวทว่ามาจากพืช

ชื่อ Lepidium sativum L. ในวงศ์  Cruciferae (Brassicaceae), Crude Drug Number: DMSc 431 

เครื่องมือและอุปกรณ์

-	 Electronic analytical balance, A&D รุ่น ER180A 

- 	 Thin-layer Chromatography Apparatus : TLC tank, silica gel GF254 precoated plate, 

microcapillary tube ขนาด 2, 5, 10 ไมโครลิตร

- 	 เครื่องถ่ายภาพโครมาโตแกรมชนิดผิวบาง บริษัท CAMAG

-	 อุปกรณ์และเครื่องแก้วอื่นๆ ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ เช่น กระบอกตวงกรวยแยก ปิเปต กระดาษกรอง 

water bath และ centrifuge tube เป็นต้น

สารมาตรฐาน

-	 lepidine (C10H9N) ความบริสุทธิ์ >97% GC, Fluka Chemie AG Switzerland

-	 sinapic acid (C11H12O5) ความบริสุทธิ์ >99% GC, Fluke Chemie AG Switzerland

สารเคมี (AR grade)

ethanol, methanol, ruthenium red, nitric acid, sodium hydroxide, sulfuric acid, zinc  

powder, iron (III) chloride, iron (II) sulfate, hydrochloric acid, ninhydrin, petroleum ether 

(40 ํ- 60 ํ), chloroform, ethyl acetate, ammonia solution, iodine, chloroplatinic acid, potassium 

iodide, bismuth oxynitrate, glacial acetic acid

น�้ำยาทดสอบ	

Ruthenium red TS, acetic potassium iodobismuthate TS, sodium hydroxide TS, iron (II) 

sulfate TS, dilute nitric acid, 10% w/v sodium hydroxide, 6M hydrochloric acid, iron (III) chloride 

TS, ninhydrin TS, anisaldehyde TS, dragendorff TS, lodoplatinate TS.

วิธีเตรียมน�้ำยาทดสอบ

เตรียมน�้ำยาทดสอบ (Test Solution, TS) ตามวิธีที่ระบุใน Thai Pharmacopoeia(8, 9) 
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วิธีการตรวจเอกลักษณ์ทางเคมี-ฟิสิกส์

1.	 การทดสอบ mucilage(9)

	 ตัวอย่างเมล็ดเทียนแดงน�้ำหนัก 1 กรัม ใส่ในกระบอกตวงที่มีจุกปิดขนาด 25 มิลลิลิตร ท�ำให้ตัวอย่าง

เปียกทั่วกันด้วย ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วเติมน�้ำจนครบ 25 มิลลิลิตร ปิดจุกและเขย่าแรงๆ 5 นาที  

จากนั้นตั้งทิ้งไว้ประมาณ 1 ชั่วโมง โดยเขย่าเป็นครั้งคราว เติม ruthenium red TS ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แล้วผสม

ให้เข้ากัน

2. 	การทดสอบปฏิกิริยากับ acetic potassium iodobismuthtateTS(10) 

	 ตัวอย่างเมล็ดเทียนแดงบดละเอียดน�้ำหนัก 1 กรัม ใส่ใน centrifuge tube เติม ethanol 3 มิลลิลิตร 

ปิดจุกเขย่านาน 3 นาทีแล้วกรอง สารละลายที่กรองได้เติม acetic potassium iodobismuthtate TS 2-3 หยด

3. 	การทดสอบปฏิกิริยากับกรดและด่าง

	 3.1	 ตวัอย่างเมลด็เทียนแดงบดละเอยีดน�ำ้หนกั 0.1  กรมั เตมิ dilute nitric acid ปรมิาตร 2 มลิลลิติร 

เขย่าให้เข้ากัน แล้วท�ำให้ร้อนบน water bath

	 3.2	 ตัวอย่างเมล็ดเทียนแดงบดละเอียด  0.1 กรัม เติม sodium hydroxide TS ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

เขย่าให้เข้ากัน

4.	 การทดสอบอนุมูล sulfide และ cyanide โดยวิธี paper strip(11, 12)

	 เตรียม iron (II) sulfate strip โดยน�ำกระดาษกรองขนาดกว้าง 2-3 มิลลิเมตร ยาวประมาณ 10 

มิลลิเมตร ชุบ iron (II) sulfate TS ท�ำให้แห้ง แล้วชุบซ�้ำในสารละลาย 10% w/v sodium hydroxide ท�ำให้แห้ง

อีกครั้งหนึ่ง แล้วน�ำมาใช้ทันที โดยสอดไว้ในหลอดแก้วซึ่งติดอยู่กับจุกยาง

ใส่ตัวอย่างเมล็ดเทียนแดงบดละเอียดน�้ำหนัก 5 กรัม ลงในขวดแก้วขนาด 100 มิลลิลิตร เติมผงสังกะสี  

3 กรัม และ dilute sulfuric acid ปริมาตร 30 มิลลิลิตร แล้วปิดจุกยางที่มีหลอดแก้วและ iron (II) sulfate strip 

สอดอยู่ทันที (ภาพที่ 2) เขย่าเบาๆ ให้เมล็ดเทียนแดงบดละเอียด ผงสังกะสี และ dilute sulfuric acid เข้ากัน 

แล้วน�ำไปวางบน water bath โดยเปล่ียน paper strip ทุกๆ 15 นาที และค่อยๆ หยดน�้ำยาที่ประกอบด้วย  

6M hydrochloric acid 1 มิลลิลิตร และ iron (III)  chloride TS 2-3 หยดลงบน paper strip ที่น�ำออกมาจาก

หลอดที่เวลาประมาณ  45  นาที (ท�ำใน hood)

 

ภาพที่ 2 ขวดบรรจุตัวอย่างและหลอดแก้วทดสอบพร้อม paper strip



เอกลักษณ์ทางเคมี-ฟิสิกส์ของเทียนแดง	 จติรา  ชยัวฒัน์ 

113
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ปีที่ 56 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2557

5.	 การทดสอบปฏิกิริยากับ ninhydrin TS

ตัวอย่างเมล็ดเทียนแดงบดละเอียด 0.5 กรัม ใส่ใน centrifuge tube เติม ethanol ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

ปิดจุกเขย่านาน 5 นาที กรองด้วยส�ำลี น�ำสารละลายที่กรองได้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองเติม ninhydrin 

TS 2 หยด ผสมให้เข้ากัน แล้วน�ำไปท�ำให้ร้อนใน water bath เป็นเวลา 2-3 นาที

6.	 Thin-layer Chromatographic Test

สารละลายมาตรฐาน 

-	 sinapic acid: ละลาย sinapic acid น�้ำหนัก 10 มิลลิกรัม ในน�้ำ 0.5 มิลลิลิตร เติม methanol 

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน

-	 lepidine: ปิเปต lepidine 10 ไมโครลิตร เติม methanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน

สารละลายตัวอย่าง

1.	 ตัวอย่างเมล็ดเทียนแดงบดละเอียด 1 กรัม เติม ethanol ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขย่านาน 5 นาที  

ตั้งทิ้งไว้ให้ตกตะกอน สารละลายส่วนใสน�ำไปทดสอบต่อในข้อ 6.1 และ 6.2

2.	 ตวัอย่างเมลด็เทียนแดงบดละเอยีด 5 กรมั ใส่ในกรวยแยก เตมิ petroleum ether (40 ํ- 60 ํ) ปริมาตร 

30 มิลลิลิตร เขย่านาน 15 นาที ตั้งทิ้งไว้ให้ตกตะกอน แยกชั้น petroleum ether ออก น�ำไปด�ำเนินการต่อตามวิธี 

ในข้อ 3 ส่วนกากน�ำไปสกดัต่อด้วย methanol 2 ครัง้ ครัง้ละ 25 มลิลลิติร แต่ละครัง้กรองแล้วน�ำสารสกัดทีไ่ด้มารวมกนั 

น�ำไประเหยแห้งบน water bath ละลาย residue ด้วย dilute hydrochloric acid ปริมาตร 30 มิลลิลิตร  ถ่ายใส่

กรวย แยกสกดัด้วย ethyl acetate 2 ครัง้ ครัง้ละ 30 มลิลลิติร รวมช้ัน ethyl acetate น�ำไประเหยแห้งบน water bath 

ละลาย residue ด้วย methanol ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร (สารละลายตัวอย่าง A) ชั้น aqueous ท�ำให้เป็นด่างด้วย 

ammonia TS และสกัดด้วย chloroform 2 ครั้ง ครั้งละ 30 มิลลิลิตร รวมชั้น chloroform น�ำไประเหยแห้ง 

บน water bath ละลาย residue ด้วย methanol ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร (สารละลายตัวอย่าง B)

3.	 ชั้น petroleum ether จากข้อ 2 น�ำไประเหยแห้งบน water bath ละลาย residue ด้วย methanol 

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร (สารละลายตัวอย่าง C)

4.	 ตัวอย่างเมล็ดเทียนแดงบดละเอียด 5 กรัม เติมสารละลายมาตรฐาน lepidine ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ลงในตวัอย่าง ผสมให้เข้ากนั สกดัด้วย petroleum ether (40 ํ- 60 ํ) ปรมิาตร 30 มลิลลิติร เขย่านาน 15 นาท ีตัง้ทิง้ไว้

ให้ตกตะกอน แยกชั้น petroleum ether ออก น�ำไประเหยแห้งบน water bath ละลาย residue ด้วย methanol 

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร (สารละลายตัวอย่าง D)

	 6.1	 การทดสอบด้วยทางโครมาโตแกรมชนิดผิวบาง  (Thin-Layer Chromatography, TLC) 

ของสารสกัดจากเมล็ดเทียนแดงด้วย ethanol และใช้น�้ำยาแยก toluene : ethyl acetate (9:1)

น�ำสารสกัดจากเมล็ดเทียนแดงด้วย ethanol ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แต้มบนแผ่น TLC ที่ฉาบด้วย  

silica gel GF254 น�ำแผ่น TLC ใส่ใน tank ที่มีน�้ำยาอิ่มตัวประกอบด้วย toluene : ethyl acetate (9:1) ปิดฝา 

tank เมื่อน�้ำยาเคลื่อนที่ได้ระยะทาง 10 เซนติเมตร จากจุดเริ่มต้น น�ำแผ่น TLC ออกจาก tank ผึ่งให้แห้งใน hood 

แล้วน�ำไปตรวจสอบด้วยน�้ำยาพ่น anisaldehyde TS แล้วอบที่ 105 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที

	 6.2	 การทดสอบด้วยโครมาโตแกรมชนิดผิวบาง (TLC) ของสารสกัดจากเมล็ดเทียนแดงด้วย  

ethanol และใช้น�้ำยาแยก acetic acid : toluene : ether : methanol (18:120:60:1)

น�ำสารละลายมาตรฐาน lepidine ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และสารสกัดจากเมล็ดเทียนแดงด้วย ethanol 

ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แต้มบนแผ่น TLC ที่ฉาบด้วย silica gel GF254 น�ำแผ่น TLC ใส่ใน tank ท่ีมีน�้ำยา 

อิ่มตัวประกอบด้วย acetic acid : toluene : ether : methanol (18:120:60:1) ปิดฝา tank เมื่อน�้ำยาเคลื่อนท่ี 
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ได้ระยะทาง 10 เซนติเมตร จากจุดเริ่มต้น น�ำแผ่น TLC ออกจาก tank ผึ่งให้แห้งใน hood แล้วน�ำไปตรวจสอบด้วย

น�ำ้ยาพ่น anisaldehyde TS แล้วอบท่ี 105 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาท ีและตรวจสอบด้วยน�ำ้ยาพ่น dragendorff TS

6.3	 การทดสอบด้วยโครมาโตแกรมชนดิผวิบาง (TLC) ของสารสกดัจากเมลด็เทยีนแดงเปรยีบเทยีบ

กับสารมาตรฐาน sinapic acid และใช้น�้ำยาแยก chlorofrom : methanol (9:1)

น�ำสารละลายมาตรฐาน sinapic acid ปรมิาตร 2 ไมโครลติร และสารละลายตวัอย่าง A ปรมิาตร 5 ไมโครลติร 

แต้มบนแผ่น TLC ท่ีฉาบด้วย silica gel GF254 น�ำแผ่น TLC ใส่ใน tank ที่มีน�้ำยาอิ่มตัวประกอบด้วย 

chlorofrom : methanol (9:1) ปิดฝา tank เมื่อน�้ำยาเคลื่อนที่ได้ระยะทาง 10 เซนติเมตร จากจุดเริ่มต้น น�ำแผ่น 

TLC ออกจาก tank ผึ่งให้แห้งใน hood แล้วน�ำไปตรวจสอบโดยอังไอของ iodine ท�ำการทดสอบต่อโดยการสกัดสาร 

จากจุด (spot) ที่ Rf value ตรงกับ sinapic acid ด้วย methanol แล้วเปรียบเทียบ ultraviolet spectrum 

ของสารสกัดดังกล่าวกับสารมาตรฐาน sinapic acid 

6.4	 การทดสอบด้วยโครมาโตแกรมชนดิผวิบาง (TLC) ของสารสกดัจากเมลด็เทยีนแดง (สารละลาย

ตวัอย่าง B) เปรียบเทยีบกบัสารมาตรฐาน lepidine และใช้น�ำ้ยาแยก chlorofrom : methanol : ammonia 

(90:9:1)

น�ำสารละลายมาตรฐาน lepidine ปริมาตร 2 ไมโครลิตร แต้มบนแผ่น TLC ที่ฉาบด้วย silica gel GF254 

และสารละลายตัวอย่าง B ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แต้มบนแผ่น TLC ที่ฉาบด้วย silica gel GF254 ให้เป็นแถบยาว

ประมาณ 2 เซนติเมตร น�ำแผ่น TLC ใส่ใน tank ที่มีน�้ำยาแยกอ่ิมตัวประกอบด้วย chlorofrom : methanol :  

ammonia (90:9:1) ปิดฝา tank เม่ือน�้ำยาแยกเคลื่อนที่ได้ระยะทาง 10 เซนติเมตร จากจุดเริ่มต้น น�ำแผ่น 

TLC ออกจาก tank ผึ่งให้แห้งใน hood แล้วน�ำไปตรวจสอบโดยพ่นด้วยน�้ำยา iodoplatinate TS

6.5	 การทดสอบด้วยโครมาโตแกรมชนดิผวิบาง (TLC) ของสารสกดัจากเมล็ดเทยีนแดง (สารละลาย

ตัวอย่าง C และ D) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน lepidine และใช้น�้ำยาแยก chlorofrom : methanol :

ammonia (90:9:1)

น�ำสารละลายมาตรฐาน lepidine ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และสารละลายตัวอย่าง C ปริมาตร 10 ไมโครลติร 

แต้มบนแผ่น TLC ที่ฉาบด้วย silica gel GF254 น�ำแผ่น TLC ใส่ใน tank ที่มีน�้ำยาแยกอ่ิมตัวประกอบด้วย 

chlorofrom : methanol : ammonia (90:9:1) ปิดฝา tank เมื่อน�้ำยาแยกเคลื่อนที่ได้ระยะทาง 10 เซนติเมตร 

จากจดุเริม่ต้น น�ำแผ่น TLC ออกจาก tank ผึง่ให้แห้งใน hood แล้วน�ำไปตรวจสอบโดยพ่นด้วยน�ำ้ยา iodoplatinate TS

ผล

1.	 การทดสอบ mucilage เกิดการพองตัวของ mucilage และเมื่อเติม ruthenium red TS mucilage 

จะเป็นสีชมพู

2.	 การทดสอบปฏิกิริยากับ acetic potassium iodobismuthate TS เกิดตะกอนสีส้ม

3.	 การทดสอบปฏิกิริยากับกรดและด่าง

		 3.1	 การทดสอบปฏกิริยิากบั dilute nitric acid เกิดสนี�ำ้ตาลแดง และเมือ่ท�ำให้ร้อนต่อไปสนี�ำ้ตาลแดง

จะเปลี่ยนเป็นสีเหลือง

		 3.2	 การทดสอบปฏิกิริยากับ sodium hydroxide TS เกิดสีเหลืองขึ้นทันที

4.	 การทดสอบอนุมูล cyanide และ sulfide เกิดสีด�ำบน strip และ strip ที่น�ำออกมาจากหลอดที่เวลา 

45 นาที เมื่อค่อยๆ หยดน�้ำยาที่ประกอบด้วย 6M hydrochloric acid 1 มิลลิลิตร และ iron (III) chloride TS 

2-3 หยด ลงบน strip สีด�ำ บน strip จะหายไปพร้อมกับเกิดฟองก๊าซและมีกลิ่น hydrogen sulfide และเกิดสีน�้ำเงิน

หรือสีเขียวที่ปลาย strip
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5.	 การทดสอบปฏิกิริยากับ ninhydrin TS เกิดสีม่วงน�้ำเงิน

6.	 Thin-layer Chromatographic Test

		 6.1	 ลักษณะทางโครมาโตแกรมของสารสกัดจากเมล็ดเทียนแดงด้วย ethanol โดยใช้น�้ำยาแยก 

toluene : ethyl acetate (9:1) พบจุดสีม่วงชัดเจนจ�ำนวน 6 ต�ำแหน่ง (ภาพที ่3)

		 6.2	 ลักษณะทางโครมาโตแกรมของสารสกัดจากเมลด็เทยีนแดงด้วย ethanol โดยใช้น�ำ้ยาแยก acetic 

acid : toluene : ether : methanol (18:120:60:1) เมือ่ตรวจสอบด้วยน�ำ้ยาพ่น anisaldehyde TS สารสกัดจากเมลด็

เทียนแดงพบจุดสีม่วงชัดเจนจ�ำนวน 4 ต�ำแหน่ง และตรวจสอบด้วยน�้ำยาพ่น dragendorff TS สารสกัดจาก 

เมลด็เทยีนแดงพบจุดสีม่วง 1 ต�ำแหน่ง และจดุสเีหลอืงเข้มบนพืน้สเีหลอืงจ�ำนวน 4 ต�ำแหน่ง ไม่พบจดุสส้ีมทีต่�ำแหน่ง 

ตรงกบั lepidine (ภาพท่ี 4)

		 6.3	 ลักษณะทางโครมาโตแกรมของสารสกัดจากเมลด็เทยีนแดงเปรยีบเทยีบกับสารมาตรฐาน sinapic 

acid ใช้น�้ำยาแยก chlorofrom : methanol (9:1) เมื่อตรวจสอบภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet) 

ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร พบว่ามีจุดทึบแสงที่ต�ำแหน่งตรงกับสารมาตรฐาน sinapic acid (ภาพที่ 5) และ 

ให้สีน�้ำตาลอมชมพูกับไอของ iodine เหมือนกันกับสารมาตรฐาน sinapic acid (ภาพที่ 6) และ ultraviolet  

spectrum ของสารสกัดจากจุดดังกล่าวมี maximum absorption ที่ 310 นาโนเมตร ตรงกันกับสารมาตรฐาน 

sinapic acid (ภาพที่ 7)

ภาพที่ 3 โครมาโตแกรมของสารสกัดจากเมล็ดเทียนแดง

ด้วย ethanol ตรวจสอบด้วยน�ำ้ยาพ่น anisaldehyde TS

ภาพที ่ 4 โครมาโตแกรมของสารสกดัจากเมลด็เทยีนแดง

ด้วย ethanol ตรวจสอบด้วยน�ำ้ยาพ่น anisaldehyde TS 

(ทางซ้ายมอื) และน�ำ้ยาพ่น dragendorff TS (ทางขวามือ)
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sinapic acid

สารสกัดจาก spot ที่ Rf value 
ตรงกับ sinapic acid


250  	       290        330        370 nm

ภาพที่ 7  เปรียบเทียบ Ultraviolet spectrum ระหว่าง sinapic acid และสารสกัดจาก spot ที่ Rf value  

ตรงกับ sinapic acid ในสารสกัดจากเมล็ดเทียนแดง

ภาพที่ 5 โครมาโตแกรมของสารสกัดจากเมล็ดเทียนแดง 

(สารละลายตัวอย่าง A) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 

sinapic acid ตรวจสอบภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต 

ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร

ภาพที ่6  โครมาโตแกรมของสารสกดัจากเมลด็เทยีนแดง 

(สารละลายตัวอย่าง A) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 

sinapic acid ตรวจสอบโดยการอังไอของ iodine 
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		 6.4	 โครมาโตแกรมของสารสกัดจากเมล็ดเทียนแดง (สารละลายตัวอย่าง B) เปรียบเทียบกับสาร

มาตรฐาน lepidine ไม่พบจุดที่ต�ำแหน่งตรงกับ lepidine (ภาพที่ 8)

		 6.5	 โครมาโตแกรมของสารสกัดจากเมล็ดเทียนแดง (สารละลายตัวอย่าง C) เปรียบเทียบกับสาร

มาตรฐาน lepidine ไม่พบจุดที่ต�ำแหน่งตรงกับ lepidine (ภาพที่ 9)

		 6.6	 ลักษณะทางโครมาโตแกรมของสารสกัดจากเมล็ดเทียนแดง (acid fraction) เปรียบเทียบกับ 

สารมาตรฐาน sinapic acid โดยใช้น�้ำยาแยกที่มีส่วนผสมของ chlorofrom และ methanol อัตราส่วน 9:1  

(ภาพที่ 10) และค่า hRf ที่แสดงไว้ในต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย (Thai Herbal Pharmacopoeia Volume 

III, 2009) ตารางที่ 1

ภาพที่ 8 โครมาโตแกรมของสารสกัดจากเมล็ดเทียนแดง

(สารละลายตัวอย่าง B) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 

lepidine ตรวจสอบด้วยน�้ำยาพ่น iodoplatinate TS

ภาพที่ 9 โครมาโตแกรมของสารสกัดจากเมล็ดเทียนแดง 

(สารละลายตัวอย่าง C และ D) เปรียบเทียบกับสาร

มาตรฐาน lepidineตรวจสอบด้วยน�้ำยาพ่น iodoplati-

nate TS
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	 1	 7-9	 ทึบแสง	 สีน�้ำตาล

	 2	 12-13	 ทึบแสง	 -

  	 3*	 27-29	 ทึบแสง	 สีน�้ำตาลอมชมพู

	 4	 42-44	 -	 สีเหลืองอ่อน

	 5	 45-47	 ทึบแสง	 -

	 6	 75-77	 ทึบแสง	 สีน�้ำตาล

	 7	 86-88	 ทึบแสง	 สีเหลืองอ่อน

	 8	 94-97	 ทึบแสง	 สีน�้ำตาล

*sinapic acid

ตารางที่ 1  แสดงค่า hRf ของสารสกัดเมล็ดเทียนแดง Lepidium sativum L.

	 การตรวจสอบ	

	 จุด	 ค่า hRf 	 แสงอัลตราไวโอเลต	 ตรวจสอบด้วยไอ Iodine

			   254 นาโนเมตร

hR
1

I II

100 100

50 50

0 0

hR
1

ภาพที่ 10  โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน sinapic acid เปรียบเทียบกับสารสกัดจากเมล็ดเทียนแดง  

(acid fraction) โดยใช้น�้ำยาแยกที่มีส่วนผสมของ Chlorofrom และ Methanol อัตราส่วน 9:1

	 1	 =	 สารละลายมาตรฐาน sinapic acid

	 2 	 = 	 สารสกัดจากเมล็ดเทียนแดง (acid fraction)

	 I 	 =	 ส่องดูภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร

	 II 	= 	 อังไอ iodine 
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วิจารณ์

จากข้อมูลทางเภสชัเวทผวิของเทียนแดงประกอบด้วย mucilageous cells ผลการทดสอบพบว่า mucilage 

ของเทียนแดงจะเกดิการพองตัวเมือ่ถูกกับน�้ำ และท�ำปฏิกิริยากับ ruthenium red TS ให้สีชมพู สารอื่นๆ ที่มีรายงาน

ว่าพบในเทียนแดง เช่น สารประกอบในกลุ่ม alkaloids จะท�ำปฏิกิริยากับ acetic potassium iodobismuthate TS 

เกิดเป็นตะกอนสีส้มและสารกลุ่ม isothiocyanate ซึ่งจะแตกตัวให้อนุมูล sulfide และ cyanide ท�ำการทดสอบ 

โดยใช้ paper strip ถ้าเป็นอนุมูล sulfide จะเกิดสีด�ำที่เกิดขึ้นบน strip ตั้งแต่ 5 นาทีแรกเท่านั้น ซึ่งเกิดจากปฏิกิริยา

ของอนุมูล sulfide และ sodium hydroxide และ iron (II) sulfate ที่ชุบอยู่บน strip เกิดเป็น iron (II) sulfide 

เมื่อถูกกรด จึงให้แก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์ที่มีกลิ่นเฉพาะ ส่วนอนุมูล cyanide จะท�ำปฏิกิริยากับ sodium hydroxide, 

iron (II) sulfate, iron (III) chloride TS และ hydrochloric acid (Prussian Blue Test) ให้สีเขียวหรือ

สีน�้ำเงินที่ปลาย strip และจะพบบน strip เมื่อเวลาผ่านไปประมาณ 45 นาที ในการทดสอบจึงต้องเปลี่ยน strip 

ทุก 15 นาที เพื่อให้มี iron (II) sulfate เพียงพอส�ำหรับท�ำปฏิกิริยากับอนุมูล cyanide การเกิดสีเขียวหรือสีน�้ำเงิน

ข้ึนอยู่กับปริมาณ cyanide ที่มีในตัวอย่าง ถ้าตัวอย่างมีปริมาณ cyanide น้อยจะได้สีเขียว ถ้าตัวอย่างมีปริมาณ 

cyanide มากจะได้สีน�ำ้เงนิ นอกจากน้ีสารประกอบในเทยีนแดงยงัท�ำปฏกิิรยิากับ dilute nitric acid เกิดสนี�ำ้ตาลแดง 

และท�ำปฏกิริยิากบั ninhydrin TS เกดิสีม่วง น�ำ้เงนิ อาจเกิดจากองค์ประกอบทีเ่ป็นโปรตนีซึง่พบเป็นปกตใินเมลด็พชื

การตรวจเอกลักษณ์ทางเคมี-ฟิสิกส์ของเทียนแดงโดยวิธี Thin-layer Chromatography (TLC) พบว่า

ลักษณะทางโครมาโตแกรมของสารสกัดจากเมล็ดเทียนแดงด้วย ethanol โดยใช้น�้ำยาแยก toluene : ethyl acetate 

(9:1) เมื่อตรวจสอบด้วยน�้ำยาพ่น anisaldehyde TS พบจุดสีม่วงชัดเจนจ�ำนวน 6 ต�ำแหน่ง ส่วนน�้ำยาแยก acetic 

acid : toluene : ether : methanol (18:120:60:1) เมื่อตรวจสอบด้วยน�้ำยาพ่น anisaldehyde TS พบจุดสีม่วง

ชัดเจนจ�ำนวน 4 ต�ำแหน่ง ซึ่งสามารถใช้บอกลักษณะทางโครมาโตแกรมของสารสกัดจากเมล็ดเทียนแดงได้ ในกรณีที่

ไม่มีสารมาตรฐานเปรียบเทียบ 

เนื่องจากในเมล็ดเทียนแดงมีปริมาณ edible oil สูง การตรวจเอกลักษณ์ทางเคมีโดยวิธี Thin-layer  

Chromatography (TLC) จึงเตรียมสารละลายตัวอย่างโดยการสกัด edible oil ออกก่อนด้วย petroleum ether 

(40 ํ- 60 ํ) แล้วสกดัตวัอย่างต่อเพือ่น�ำ acid fraction และ basic fraction ไปทดสอบว่าในเมลด็เทยีนแดงมสีารประกอบ 

sinapic acid และ lepidine อยู่หรือไม่ โดยการเปรียบเทียบ Thin-layer Chromatogram ของสารสกัดใน acid 

fraction กับสารมาตรฐาน sinapic acid และสารสกัดใน basic fraction กับสารมาตรฐาน lepidine จากการ 

เปรียบเทียบ Thin-layer Chromatogram ของสารสกัดใน acid fraction กับสารมาตรฐาน sinapic acid พบว่า

เมือ่ตรวจสอบโดยส่องดภูายใต้แสงอลัตราไวโอเลตทีค่วามยาวคลืน่ 254 นาโนเมตร สารสกดัของเมลด็เทยีนแดงพบจดุ

ทึบแสงที่มีค่า Rf ตรงกับสารมาตรฐาน sinapic acid และให้สีน�้ำตาลปนชมพูเมื่ออังไอของ iodine เช่นเดียวกันกับ

สารมาตรฐาน sinapic acid เมื่อน�ำจุดดังกล่าวมาทดสอบต่อโดยการสกัดด้วย methanol และน�ำไป scan ด้วย UV 

spectrophotometer พบว่าจุดดงักล่าวมี maximum absorption ที ่310 nm ตรงกันกับสารมาตรฐาน sinapic acid 

แสดงว่าสามารถใช้ sinapic acid เป็นสารเปรียบเทียบ (marker) ในการตรวจเอกลักษณ์เมล็ดเทียนแดงโดย 

Thin-layer Chromatography ได้ส่วนการเปรียบเทียบ Thin-layer Chromatogram ของสารสกัดจากเมล็ด

เทียนแดงใน basic fraction กับสารมาตรฐาน lepidine ปรากฏว่าไม่พบ lepidine ในสารสกัดจากเมล็ดเทียนแดง 

ตามรายงานที่ระบุว่าตรวจพบ alkaloids 7 ชนิดในเมล็ดเทียนแดง(6) แถบที่ติดสีน�้ำตาลกับ iodoplatinate TS 

อาจเป็น alkaloids ชนิดอื่นที่พบในเมล็ดเทียนแดง 

จากคณุสมบตัขิอง lepidine ทีล่ะลายใน petroleum ether (40 ํ- 60 ํ) ในการทดสอบได้เตมิสารมาตรฐาน 

lepidine ลงในตวัอย่างเมล็ดเทียนแดงบดละเอยีด แล้วท�ำการสกดัด้วย petroleum ether (40 ํ- 60 ํ) โดยทดสอบควบคู่

กันไปกับตัวอย่างที่ไม่ได้เติมสารดังกล่าว ผลการศึกษาไม่พบ lepidine ในตัวอย่างที่ศึกษา ในรายงานที่ระบุว่าในเมล็ด
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เทยีนแดงม ีlepidine น้ันระบวุ่าเป็น imidazole alkaloid lepidine(6, 14) ซึง่มสีตูรโครงสร้างแตกต่างจากสตูรโครงสร้าง

ของ lepidine (4-methylquinoline) ที่ปรากฏใน Merck lndex(13) แต่ผู้ที่อ้างงานวิจัยนี้ต่อมาได้ตัดค�ำ imidazole 

alkaloid ออก เหลือแต่ lepidine จึงท�ำให้เกิดการเข้าใจผิดได้สูตรโครงสร้างของ lepidine (4-methylquinoline) 

และ imidazole alkaloid lepidine รูปที่ 11 และ 12 ข้อมูลผลการทดสอบทางเคมี-ฟิสิกส์ที่ท�ำการศึกษานี้จะน�ำไป

ประกอบการพิจารณาในหัวข้อการตรวจเอกลักษณ์ทางเคมี-ฟิสิกส์ของเมล็ดเทียนแดง เพื่อบรรจุในต�ำรามาตรฐาน 

ยาสมุนไพรไทยต่อไป

ภาพที่ 11 สูตรโครงสร้างของ lepidine (4- methylquinoline) ตามที่ปรากฏใน Merck lndex(13)

ภาพที่ 12 สูตรโครงสร้างของ lepidine ในเทียนแดงเป็น imidazole alkaloid(6, 14)

CH3

N

สรุป

วิธีตรวจเอกลักษณ์ทางเคมี-ฟิสิกส์ของเทียนแดง โดยท�ำให้เกิดการพองตัวของ mucilage เมื่อถูกน�้ำและ

เกิดสีชมพูกับ ruthenium red TS, การท�ำปฏิกิริยาเกิดสีกับ dilute nitric acid, sodium hydroxide TS และ 

ninhdrin TS, การท�ำปฏิกิริยาเกิดตะกอนกับ  acetic potassium iodobismuthate TS, การทดสอบอนุมูล 

cyanide และ sulfide โดยวิธี paper strip และการเปรียบเทียบ Thin-layer Chromatogram ของสารสกัดกับ

สารมาตรฐาน sinapic acid สามารถใช้เป็นวิธีตรวจเอกลักษณ์ของสมุนไพรเทียนแดงได้ และในตัวอย่างที่น�ำมาศึกษา

ไม่พบ lepidine ที่มีสูตรโครงสร้างเป็น 4-methylquinoline

OMe

CH2

HN

CH2 N
H

N

N
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Abstract  THIAN DAENG is the dried mature seed of Lepidium sativum L. (Garden Cress). 
Ithas been prescribed in over 80 traditional medicines registered in Thailand. Various chemical  
identification tests have been conducted and the following tests were found applicable as methods for  
identification of  THIAN DAENG: swelling test of mucilage in water; color tests with ruthenium red,  
with nitric acid, with sodium hydroxide, and with ninhydrin; precipitation test with acetic potassium 
iodobismuthate; tests forcyanide and sulfide ions using paper strip method; and Thin-layer chromatographic 
fingerprint of  THIAN DAENG extract compared to that of sinapic acid. To confirm the presence of lepidine in 
THIAN DAENG as reported in the previous studies, the Thin-layer chromatography technique was applied. 
By comparing the chromatogram of the sample extract with that of lepidine, it showed that lepidine 
was absent in the studied samples. It was also found that the chemical structure of lepidine reported 
in the previous studies belonged to imidazole alkaloid group which was different from the chemical 
structure of lepidine existing in Merck index.

Key words: THIAN DAENG, Lepidine, Physico-chemical Identification
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บทคดัย่อ  ยาจากสมนุไพรในบญัชยีาหลกัแห่งชาติ เป็นยาทีก่ระทรวงสาธารณสขุส่งเสรมิให้มกีารใช้ในโรงพยาบาลของภาครฐั 
เป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการใช้ยาเพื่อป้องกันโรคหรือรักษาผู้ป่วยและทดแทนการน�าเข้ายาจากต่างประเทศ  ในปีงบประมาณ  
2555-2556  ส�านักยาและวัตถุเสพติด  กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  ด�าเนินโครงการประกันคุณภาพยาจากสมุนไพรที่ใช ้
ในโรงพยาบาลของภาครฐั  โดยศกึษาความปลอดภยัด้านการปนเป้ือนโลหะหนกัและเชือ้จุลินทรย์ี  ในต�ารบัยาจากสมนุไพรกลุม่ยา
แก้ไข้  ยารักษาอาการทางระบบไหลเวียนโลหิต  ยารักษาอาการระบบทางเดินหายใจ  ยารักษาอาการทางระบบทางเดินอาหาร  
ยาบรรเทาอาการท้องเสยี ยารกัษาอาการทางสตูศิาสตร์-นรเีวชวทิยา ยารกัษาอาการทางกล้ามเนือ้และกระดกู ได้แก่ ยาเขยีวหอม 
ยาจันทน์ลีลา  ยาแก้ไข้ห้าราก  ยาหอมเทพจิตร  ยาหอมนวโกฐ  ยาหอมบ�ารุงหัวใจ  ยาประสะมะแว้ง  ยาธาตุบรรจบ  ยาเหลือง 
ปิดสมทุร ยาประสะไพล และยาสหสัธารา การตรวจวเิคราะห์การปนเป้ือนโลหะหนักและเช้ือจลุนิทรย์ีใช้วธิอีะตอมมกิแอบซอร์พชัน่ 
สเปคโตรโฟโตเมตรี และวิธีตามต�ารายาของประเทศไทยตามล�าดับ โดยใช้เกณฑ์มาตรฐานตามต�ารามาตรฐานยาสมุนไพรไทย
ผลการศึกษาพบว่ายาจากสมุนไพรจ�านวน  156  ตัวอย่าง  ตรวจพบการปนเปื้อนโลหะหนักสูงกว่ามาตรฐานร้อยละ  3.8  ในยา 
4 ต�ารับ ได้แก่ ยาเขียวหอม ยาหอมนวโกฐ ยาแก้ไข้ 5 ราก และยาประสะมะแว้ง การปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ในยาจากสมุนไพร 
116 ตัวอย่าง ตรวจพบผิดมาตรฐานร้อยละ 25.9 ในยา 7 ต�ารับ ได้แก่ ยาจันทน์ลีลา ยาแก้ไข้ห้าราก ยาหอมนวโกฐ ยาหอมบ�ารุง
หัวใจ  ยาธาตุบรรจบ  ยาประสะไพล  และยาสหัสธารา  ต�ารับที่มีคุณภาพผ่านเกณฑ์มาตรฐานการปนเปื้อนโลหะหนักและ 
เชื้อจุลินทรีย์ได้แก่ ยาหอมเทพจิตร และยาเหลืองปิดสมุทร
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บทน�ำ

การใช้ยาสมุนไพรในการบรรเทาอาการหรือโรคตามหลักการแพทย์แผนไทยมุ่งเน้นที่การปรับสมดุล 

ของธาต ุเพ่ือช่วยเสรมิให้ร่างกายปรบัเข้าสูภ่าวะปกตไิด้เรว็ขึน้ คณะกรรมการแห่งชาตด้ิานยาได้คดัเลอืกยาจากสมนุไพร

ทีม่ข้ีอบ่งใช้ชดัเจนและมีหลักฐานทางวิชาการสนับสนนุเพยีงพอ บรรจเุข้าในบญัชียาจากสมนุไพรในบญัชียาหลกัแห่งชาติ 

โดยกระทรวงสาธารณสุขได้ส่งเสริมให้มีการใช้เพิ่มขึ้นในโรงพยาบาลของภาครัฐ เพื่อเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการ 

ใช้ยารกัษาโรคและทดแทนการน�ำเข้ายาจากต่างประเทศ ยาจากสมนุไพรดงักล่าว ได้แก่ ยากลุ่มยาแผนไทยหรอืยาแผนโบราณ 

ซึง่เป็นยาทีม่กีารใช้ตามองค์ความรูด้ัง้เดมิตามหลกัการแพทย์และเภสชักรรมไทย หรอืตามต�ำราแผนไทยและยาแผนไทย

ประยกุต์ทีไ่ด้รบัอนุมัตทิะเบียนต�ำรบัยาจากส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา กลุม่ยาพฒันาจากสมนุไพรแผนปัจจบุนั

ที่มีประสิทธิผลตามสรรพคุณที่ระบุในต�ำรายาและมีหลักฐานทางวิชาการที่ยืนยันความปลอดภัย และกลุ่มเภสัชต�ำรับ 

โรงพยาบาลจากสมุนไพร ซึ่งเป็นต�ำรับยาจากสมุนไพรที่มีส่วนประกอบ สรรพคุณ วิธีใช้ และข้อห้ามหรือข้อควรระวัง

ชดัเจนตามต�ำรายาทีร่ฐัมนตรปีระกาศ และมกีารผลติและใช้ในโรงพยาบาลอย่างต่อเนือ่งไม่น้อยกว่า 10 ปี หรอืมข้ีอมลู

การใช้ยาในผู้ป่วยอย่างน้อย 1,000 ราย(1) 

โลหะหนักโดยท่ัวไปจะพบเป็นองค์ประกอบของแร่ธาตุตามธรรมชาติ และไม่สามารถย่อยสลายได้โดย

กระบวนการธรรมชาต ิความเจรญิก้าวหน้าทางอตุสาหกรรมและเทคโนโลย ีท�ำให้มกีารน�ำโลหะหนกัมาใช้ในกระบวนการ

ผลิตมากข้ึน ทางเกษตรกรรมมีการใช้ปุย๋และสารเคมกี�ำจดัศตัรพูชืมากขึน้ ปัจจบุนัมขียะและน�ำ้ทิง้ทีป่นเป้ือนโลหะหนกั

จากโรงงานอตุสาหกรรมและชมุชน และขยะอเิล็กทรอนกิส์ทีพ่บว่ามแีนวโน้มเพิม่ขึน้ประมาณร้อยละ 10 ต่อปี ซึง่หากไม่มี

วธิกีารควบคมุมลพษิอย่างถกูวิธ ีและความแปรปรวนของภมูอิากาศของโลกทีท่�ำให้เกดิฝนตกหนกัและน�ำ้ท่วม จะท�ำให้

การแพร่กระจายของโลหะท่ีเป็นพษิไปสูส่ิง่แวดล้อมได้มากขึน้(2) พษิจากโลหะหนกัทีม่รีายงานว่าพบบ่อยในประเทศไทย 

ได้แก่ พิษสารหนู พิษตะกั่ว พิษแคดเมียม พิษปรอท พิษโครเมียม และพิษแมงกานีส เป็นต้น โลหะหนักที่มีความ 

เป็นพิษสูง เช่น สารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม เมื่อเข้าสู่ร่างกายจะสะสมในร่างกายท�ำให้เกิดพิษได้ ทั้งพิษเฉียบพลัน

และพิษเรื้อรัง อาการพิษเฉียบพลันของสารหนูได้แก่ อาเจียน ท้องเสีย ปวดท้อง กล้ามเนื้อเกร็ง เกิดอาการแทรกซ้อน 

เกีย่วกบัการท�ำงานของหวัใจท�ำให้เสยีชวิีตได้ และสารหนยูงัเป็นสารก่อมะเรง็ในมนษุย์ พษิของตะกัว่ท�ำให้ทรงตวัไม่อยู่ 

เกิดอาการประสาทหลอน ซึม ไม่รู้สึกตัว ชัก มือและเท้าตก เป็นอัมพาต สลบ และอาจตายได้  พิษของแคดเมียมท�ำให้

เกิดโรคความดันโลหิตสูง ปวดกระดูกสันหลัง แขน ขา ท�ำให้ไตท�ำงานผิดปกติอาจจะท�ำให้ไตพิการได้  ถ้าแคดเมียม

สะสมเพิ่มขึ้นในปริมาณสูงจะท�ำให้เกิดมะเร็ง(3)

เชื้อจุลินทรีย์ที่อาจพบปนเปื้อนในยาท่ีผลิตจากสมุนไพร ได้แก่ เช้ือ Staphylococcus aureus ซึ่งเป็น 

ต้นเหตขุองการเกดิฝี หนอง จากการอกัเสบของบาดแผล เชือ้ Salmonella spp. เป็นแบคทเีรยีทีพ่บบ่อยในสตัว์ โอกาส

ปนเปื้อนในพืชสมุนไพรมาจากมูลของนกและหนูระหว่างการผึ่งตัวยาให้แห้ง แบคทีเรียทั้งสองชนิดนี้ท�ำให้เกิดอาการ 

ท้องร่วงพร้อมกับมีอาการอาเจียนร่วมด้วย เชื้อ Escherichia coli เป็นแบคทีเรียตามธรรมชาติที่อาศัยในล�ำไส้ของ 

มนุษย์และสัตว์ ส่วนเชื้อ Enterobacteria จะพบตามธรรมชาติในพืช ยีสต์ (Yeasts) ไม่เป็นอันตรายต่อมนุษย ์ 

แต่รา (Moulds) บางชนิดท่ีผลติ mycotoxin จะท�ำให้เกดิอนัตรายต่อมนษุย์ได้ เชือ้ Clostridium spp. เป็นแบคทเีรยี

ที่สร้างสปอร์ได้(4) ในปี พ.ศ. 2550 ลัดดา  พูลสวัสดิ์ และคณะ ตรวจการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ในยาแผนโบราณจ�ำนวน 

660 ตัวอย่าง พบผิดมาตรฐานร้อยละ 22.1 สาเหตุหลักคือการปนเปื้อนจากเชื้อ Clostridium perfringens สปอร์

ของเชือ้ Clostridium perfringens ถ้าเจรญิเตบิโตได้จะสร้างพษิทีท่�ำให้เกดิอนัตราย โดยจะท�ำให้เกดิอาการท้องร่วง

และอาเจียน ปริมาณที่อาจเป็นอันตรายต่อผู้บริโภค คือมากกว่า 10 ล้าน CFU ต่อกรัมของตัวยา(5)

การควบคุมคุณภาพยาจากสมุนไพรในประเทศไทย ใช้เกณฑ์มาตรฐานตามต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย 

(Thai Herbal Pharmacopoeia 2009)(6) และประกาศตามพระราชบัญญัติยา พ.ศ. 2510 เรื่องหลักเกณฑ ์

การพิจารณาการขึ้นทะเบียนยาแผนโบราณเกี่ยวกับมาตรฐานการปนเปื้อนโลหะหนักและเชื้อจุลินทรีย์ ฉบับลงวันท่ี 
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25 มีนาคม 2547(7) ซึ่งต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทยและประกาศดังกล่าวก�ำหนดปริมาณโลหะหนักที่ยอมให้ตกค้าง 

ในผลิตภัณฑ์ยาจากสมุนไพรได้แก่ สารหนูไม่เกิน 4 ส่วนในล้านส่วน ตะกั่วไม่เกิน 10 ส่วนในล้านส่วน และแคดเมียม

ไม่เกิน 0.3 ส่วนในล้านส่วน  ส่วนการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ใช้มาตรฐานของประกาศตามพระราชบัญญัติยา พ.ศ. 2510 

เรื่อง หลักเกณฑ์การพิจารณาการขึ้นทะเบียนยาแผนโบราณเกี่ยวกับมาตรฐานการปนเปื้อนโลหะหนักและเชื้อจุลินทรีย์  

ทีก่�ำหนดให้ตรวจเชือ้ 3 ชนดิ คอื Staphylococcus aureus, Salmonella spp. และ Clostridium spp. ผู้ประกอบการ 

ที่จะขอข้ึนทะเบียนต�ำรับยาแผนโบราณ จะต้องมีผลการตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนของโลหะหนักและเช้ือจุลินทรีย ์

เพื่อเป็นหลักฐานแสดงความปลอดภัยของยา

ปี พ.ศ. 2550-2552 ส�ำนักยาและวัตถุเสพติด กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ตรวจวิเคราะห์ยาแผนโบราณ 

น�ำส่งจากส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา เป็นยาที่มีเลขทะเบียนต�ำรับยาที่จ�ำหน่ายในท้องตลาด และน�ำเข้าจาก

ต่างประเทศจ�ำนวน 169 ตัวอย่าง พบการปนเปื้อนโลหะหนักสูงกว่ามาตรฐานร้อยละ 18.3(8) ในปีงบประมาณ พ.ศ. 

2554 ได้ตรวจการปนเป้ือนเชือ้จลุนิทรย์ีในยาแผนโบราณทีข่อขึน้ทะเบยีนต�ำรบัยาจ�ำนวน 281 ตวัอย่าง พบผดิมาตรฐาน 

64 ตัวอย่าง (ร้อยละ 22.8) ตรวจการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ในยาแผนโบราณน�ำเข้าจากต่างประเทศจ�ำนวน 34 ตัวอย่าง

พบผิดมาตรฐานจากเชื้อ Clostridium spp.   1 ตัวอย่าง ตรวจการปนเปื้อนสารหนู ตะก่ัว และแคดเมียม ในยา 

แผนโบราณทีจ่�ำหน่ายในท้องตลาดและยาจากสมนุไพรกลุม่ยาแผนไทยหรอืยาแผนโบราณในบญัชยีาหลกัแห่งชาตทิีใ่ช้ 

ในโรงพยาบาลของภาครฐัจ�ำนวน 52 ตวัอย่าง ตรวจพบการปนเป้ือนสารหนสูงูกว่ามาตรฐานในยาจนัทน์ลลีา 1 ตวัอย่าง  

และยาแผนโบราณ 1 ตัวอย่าง พบการปนเปื้อนแคดเมียมสูงกว่ามาตรฐานในยาแก้ไข้ห้าราก 1 ตัวอย่าง และยาแผน

โบราณ  1 ตัวอย่าง(9)

เนื่องจากยาจากสมุนไพรในบัญชียาหลักแห่งชาติเป็นยาที่กระทรวงสาธารณสุขส่งเสริมให้มีการใช้เพิ่มขึ้น 

ในโรงพยาบาลของภาครัฐ  และปี พ.ศ. 2554 เกิดเหตุการณ์น�้ำท่วมใหญ่ในประเทศไทย ที่อาจท�ำให้การแพร่กระจาย

ของโลหะที่เป็นพิษไปสู่สิ่งแวดล้อมได้มากขึ้น การศึกษานี้เป็นการตรวจสอบการปนเปื้อนโลหะหนักและเชื้อจุลินทรีย ์

ในยาจากสมุนไพรกลุ่มยาแผนไทยหรือยาแผนโบราณ ภายใต้โครงการสร้างหลักประกันคุณภาพและมาตรฐานบริการ

ด้านยา โดยส�ำนักยาและวัตถุเสพติด กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ระหว่างปี พ.ศ. 2555-2556 เพื่อประเมิน 

ความปลอดภัยด้านการปนเปื้อนโลหะหนักและเช้ือจุลินทรีย์   ยาที่ศึกษาครอบคลุมการใช้ยาตามกลุ่มอาการของโรค 

7 กลุ่ม คือ ยาแก้ไข้ ยารักษาอาการทางระบบไหลเวียนโลหิต ยารักษาอาการระบบทางเดินหายใจ ยารักษาอาการ 

ทางระบบทางเดินอาหาร ยาบรรเทาอาการท้องเสีย ยารักษาอาการทางสูติศาสตร์-นรีเวชวิทยา และยารักษาอาการ 

ทางกล้ามเนื้อและกระดูก ได้แก่ ต�ำรับยาเขียวหอม ยาจันทน์ลีลา ยาแก้ไข้ห้าราก ยาหอมเทพจิตร ยาหอมนวโกฐ  

ยาหอมบ�ำรุงหัวใจ ยาประสะมะแว้ง ยาธาตุบรรจบ ยาเหลืองปิดสมุทร ยาประสะไพล และยาสหัสธารา 

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่าง	

ตัวอย่างยาจากสมุนไพรกลุ่มยาแผนไทยหรือยาแผนโบราณในบัญชียาหลักแห่งชาติที่ใช้ในโรงพยาบาล 

ของภาครัฐเป็นยาท่ีผลิตโดยโรงพยาบาลภาครัฐจ�ำนวน 17 แห่ง จ�ำแนกเป็นโรงพยาบาลที่ผลิตยาจากสมุนไพร 

ในภาคเหนือ 4 แห่ง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 3 แห่ง ภาคตะวันออก 2 แห่ง ภาคใต้ 6 แห่ง และภาคกลาง 2 แห่ง   

และยาที่ผลิตโดยภาคเอกชน 13 แห่ง รวมจ�ำนวนทั้งสิ้น 30 แห่ง จ�ำนวน 11 ต�ำรับ 156 ตัวอย่าง 
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1.	 การตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนของสารหนู (As) ตะกั่ว (Pb) และแคดเมียม (Cd) ในยาจากสมุนไพร 

โดยใช้วิธี Atomic Absorption Spectrophptometry, Graphite furnace(10)

เครื่องมือและอุปกรณ์

-	 เครื่อง Atomic Absorption Spectrophotometer บริษัท PerkinElmer รุ่น Analyst 800

-	 เครื่องชั่ง (Analytical balance) ทศนิยม 4 ต�ำแหน่ง บริษัท Mettler รุ่น AT200

-	 ขวดพลาสติกส�ำหรับบรรจุสารละลายตัวอย่างในการวิเคราะห์หาปริมาณโลหะหนัก ชนิด high density 

ให้ล้างด้วยกรดไนตริกโดยแช่ในกรดไนตริก 10% นาน 15 นาที แล้วล้างด้วยน�้ำกลั่นอีก 2 ครั้ง แล้วคว�่ำให้แห้งก่อน 

น�ำมาใช้งาน

-	 กระดาษกรอง  Whatman No.1

สารเคมีและสารมาตรฐาน

-	 Nitric acid (AR grade) บริษัท CARLOERBA

- 	 Palladium (Pd) 10,000 mg/L, AA grade บริษัท PerkinElmer

- 	 Magnesium nitrate solution 10,000 mg/L, AA grade บริษัท PerkinElmer

-	 Mixed standard solution (As, Pb, Cd) (AA grade) บริษัท PerkinElmer

-	 น�้ำกลั่นหรือน�้ำ Type I, resistivity ≥16.0 Mohm จากเครื่อง Elix 20 บริษัท Millipore

การเตรียมสารละลายตัวอย่าง

ชั่งผงสมุนไพรแห้งน�้ำหนักแน่นอน 0.25 กรัม ใส่ในบีกเกอร์ (beaker) ทรงสูงขนาด 100 มิลลิลิตร เติม 

Nitric acid: H2O (1:1) 5 มิลลิลิตร ปิดบีกเกอร์ด้วยกระจกนาฬิกา ท�ำการย่อยสลายบนอ่างอังไอน�้ำนาน 30 นาที  

ยกลง ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นใกล้เคียงกับอุณหภูมิห้อง แล้วเติม Nitric acid 5 มิลลิลิตร ปิดบีกเกอร์ด้วยกระจกนาฬิกา 

ท�ำการย่อยสลายบนอ่างอังไอน�้ำต่อนาน 90 นาที หรือจนผงสมุนไพรถูกย่อยสลายหมด ถ่ายสารละลายลงในขวด 

ปรบัปรมิาตรขนาด 50 มิลลิลิตร ปรบัปรมิาตรด้วยน�ำ้กลัน่หรอืน�ำ้ Type I ถ้าสารละลายขุน่น�ำไปกรองโดยใช้กระดาษกรอง 

Whatman No.1

การเตรียมสารละลายแบลงค์  

วิธีเตรียมเช่นเดียวกับการเตรียมสารละลายตัวอย่างแต่ไม่ต้องมีส่วนผสมของสารตัวอย่าง

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

เตรียมสารละลายมาตรฐานให้มีความเข้มข้นของสารหนู (As) และตะกั่ว (Pb) 50 ส่วนในพันล้านส่วน และ

แคดเมียม (Cd) 2.5 ส่วนในพันล้านส่วน

วิธีการตรวจวิเคราะห์

สร้างกราฟมาตรฐานจากสารละลายมาตรฐาน แสดงความสมัพนัธ์ระหว่างค่าการดดูกลนืแสงและความเข้มข้น

ของโลหะ โดยก�ำหนดความเข้มข้นของสารหนูและตะกั่วเท่ากับ 10, 20, 30, 40 และ 50 ส่วนในพันล้านส่วน ความ

เข้มข้นของแคดเมียมเท่ากับ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 ส่วนในพันล้านส่วน โดยตั้งระบบการท�ำงานของเคร่ือง 

ให้เจอืจางสารละลายมาตรฐานอตัโนมัต ิและก�ำหนดความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐานอย่างน้อยเท่ากบั 0.995 แล้ว

วิเคราะห์หาปริมาณสารหนู ตะกั่ว และแคดเมียมในสารละลายตัวอย่างโดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน สภาวะการท�ำให้

เกิดอะตอมดังตาราง
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	 Elements	 As	 Pb	 Cd

Wavelength (nm)	 193.7	 283.3	 228.8

Pyrolysis temp (°C)	 1200	 500	 500

Atomize temp (°C)	 2100	 1500	 1500

Matrix modifiers	 0.005 mg 	 0.003 mg	 0.003 mg

	 Palladium	 Magnesium nitrate	 Magnesium nitrate

การประเมินผล

ใช้เกณฑ์ตามต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย (Thai Herbal Pharmacopoeia 2009) และประกาศส�ำนกังาน

คณะกรรมการอาหารและยา ระบุปริมาณโลหะหนักที่ยอมให้ตกค้างในผลิตภัณฑ์ยาจากสมุนไพรได้แก่ สารหนูไม่เกิน 

4 ส่วนในล้านส่วน ตะกั่วไม่เกิน 10 ส่วนในล้านส่วน และแคดเมียมไม่เกิน 0.3 ส่วนในล้านส่วน

2.	 การตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ในยาจากสมุนไพร(11)

วัสดุและอุปกรณ์

สารละลายและอาหารเลี้ยงเชื้อ

Buffer Sodium Chloride–Peptone Solution pH 7.0, Tryptic Soy Agar, Sabouraud 

Dextrose Agar with Antibiotics, Fluid Lactose Medium, Fluid Enterobacteria Enrichment Medium, 

Crystal Violet–Neutral Red–Bile–Dextrose Agar, Fluid Casein Digest–Soy Lecithin Polysorbate 

20 Medium, Mannitol Salt Agar, Baird–Parker Agar, MacConkey Broth, MacConkey Agar, Levine 

Eosin–Methylene Blue Agar, Fluid Tetrathionate Medium, Rappaport Vassiliadis Broth, Brilliant 

Green Agar, Xylose–Lysine–Deoxycholate Agar, Bismuth Sulfite Agar, Columbia Agar, Reinforced 

Medium for Clostridia, Triple Sugar–Iron–Agar,  Sheep Blood Agar, Egg–Yolk Agar

เชื้อจุลินทรีย์มาตรฐาน

Escherichia coli ATCC 8739

Salmonella Abony NCTC 6017

Clostridium sporogenes ATCC 19404

เครื่องมือและอุปกรณ์

Fan Filter, Laminar Flow Cabinet, Water bath 42-44 ํ C และ 80 ํ C, Incubator 30-35 ํ C, 

20-25 ํ C และ 35-37 ํ C, เครื่องชั่งความละเอียด 0.01 กรัม, Pipettes, Micropipettes, Macropipettes, 

Petri dish, Glass bottles, Loops, Needles, เครื่องแยกชนิดเช้ือจุลินทรีย์อัตโนมัติของบริษัท bioMerieux 

รุ่น VITEK 32 และ VITEK cards

วิธีการหาปริมาณและชนิดของเชื้อจุลินทรีย์

ตรวจปริมาณ Total viable aerobic count ใช้วิธี Pour plate โดยน�ำตัวอย่าง 10 กรัม เจือจาง 

ให้เป็น 10-1 ถึง 10-5 ด้วย Buffer Sodium Chloride–Peptone Solution pH 7.0
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ปิเปตตัวอย่างที่เจือจางแล้ว 1 มิลลิลิตร ไปเพาะเชื้อใน Tryptic Soy Agar 2 plates ต่อหนึ่ง 

ความเข้มข้น บ่มที่ 30-35 ํC เป็นเวลา 5 วันหรือน้อยกว่า เมื่อสามารถนับเชื้อได้ ให้นับจ�ำนวนโคโลนี แล้วค�ำนวณหา

ปริมาณเชื้อแบคทีเรียในตัวอย่าง 1 กรัม

ปิเปตตวัอย่างท่ีเจือจางแล้ว 1 มิลลิลิตร ไปเพาะเช้ือใน Sabouraud Dextrose Agar with Antibiotics 

จ�ำนวน 2 plates ต่อหนึ่งความเข้มข้น บ่มที่ 20-25 ํ C เป็นเวลา 5 วัน นับจ�ำนวนโคโลนี แล้วค�ำนวณหาปริมาณ 

เชื้อราในตัวอย่าง 1 กรัม

ตรวจปรมิาณ Enterobacteria ใช้ตวัอย่าง 10 กรมั  เตมิ Fluid Lactose Medium ให้ครบ 100 มลิลลิติร 

บ่มที่ 35-37 ํ C เป็นเวลา 2-5 ชั่วโมง เจือจางตัวอย่างต่อ   ให้เป็น 10-2 ถึง 10-4 ปิเปตตัวอย่างที่เจือจางแล้วน�ำไป 

เพาะเชื้อใน Fluid Enterobacteria Enrichment Medium ความเข้มข้นละ 1 หลอด บ่มที่ 35-37 ํ C เป็นเวลา 

24-48 ชั่วโมง แล้วน�ำมาเพาะเชื้อบน Crystal Violet–Neutral Red–Bile–Dextrose Agar บ่มที่ 35-37 ํ C 

เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง แปลผลปริมาณ Enterobacteria ในตัวอย่าง 1 กรัม โดยอ่านค่าจากตาราง Probable 

Number of Bacteria

Escherichia coli ใช้ตัวอย่าง 10 กรัม เจือจางโดยการเติม Buffer Sodium Chloride–Peptone  

Solution pH 7.0 ให้ครบ 100 มิลลิลิตร ปิเปตตัวอย่างที่เจือจางแล้ว 10 มิลลิลิตร ใส่ใน Fluid Casein  

Digest–Soy Lecithin Polysorbate 20 Medium 100 มลิลลิติร บ่มที ่35-37 ํC เป็นเวลา 18-48 ชัว่โมง ปิเปตตวัอย่าง

ที่บ่มแล้ว 1 มิลลิลิตร ใส่ใน MacConkey Broth 100 มิลลิลิตร บ่มที่ 43-45 ํC เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง แล้วจึงน�ำมา 

เพาะเชื้อบน MacConkey Agar บ่มที่ 35-37 ํ C เป็นเวลา 18-72 ชั่วโมง ถ้ามีเชื้อขึ้นให้น�ำเชื้อที่สงสัยเพาะบน 

Levine Eosin–Methylene Blue Agar บ่มที่ 35-37 ํC เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง 

Salmonella spp.ใช้ตัวอย่าง 10 กรัมใส่ใน Fluid Casein Digest–Soy Lecithin Polysorbate 20 

Medium 100 มิลลิลิตร บ่มที่ 35-37 ํ C เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง แล้วแยกเพาะเชื้อต่อในหลอดทดสอบ 2 หลอด 

ที่บรรจุ Fluid Tetrathionate Medium และ Rappaport Vassiliadis Broth หลอดละ 10 มิลลิลิตร บ่มท่ี  

35-37 ํC เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง แล้วจึงน�ำมาเพาะเชื้อบน Brilliant Green Agar, Xylose–Lysine–Deoxy-

cholate Agar และ Bismuth Sulfite Agar บ่มที่ 35-37 ํC, 18-72 ชั่วโมง

Clostridium spp. ใช้ตวัอย่าง 10 กรมั เจอืจางด้วย Buffer Sodium Chloride–Peptone Solution pH 

7.0 ให้ครบ 100 มิลลิลิตร ปิเปตตัวอย่างที่เจือจางแล้ว 10 มิลลิลิตร ใส่ใน Reinforced Medium for  Clostridia 

จ�ำนวน 2 หลอด หลอดแรกน�ำไป heat shock ที่ 80 ํC, 10 นาที และท�ำให้เย็นทันที หลอดที่ 2 ไม่ต้องให้ความร้อน 

บ่มที่ 35-37 ํ C ในสภาวะไร้อากาศ 1-4 วัน เพาะเชื้อบน Columbia Agar ที่ใส่ gentamicin บ่มที่   35-37 ํ C 

ในสภาวะไร้อากาศ 48 ชั่วโมง น�ำเชื้อที่สงสัยเพาะบน Columbia Agar จ�ำนวน 2 plates plate แรก บ่มที่ 35-37 ํC 

ในสภาวะไร้อากาศ 48 ชั่วโมง plate ที่สอง บ่มที่อุณหภูมิ  35-37 ํC ในสภาวะมีอากาศ 48 ชั่วโมง 

การยืนยันผล

การตรวจหา Escherichia coli, Salmonella spp., Clostridium spp. ยืนยันผลด้วยวิธีชีวเคมี  

(Biochemistry) และด้วยเครื่องแยกชนิดเชื้อจุลินทรีย์อัตโนมัติ VITEK 32 
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การประเมินผลตามต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย (Thai Herbal Pharmacopoeia 2009) ดังตาราง

Total aerobic microbial count	 ≤ 2 × 105/g

Yeasts & Moulds count	 ≤ 2 × 104 /g

Bile-tolerant gram-negative bacteria	 ≤ 103/g

Escherichia coli	 Absence/g 

Salmonella spp.	 Absence/10 g 

Clostridium spp.	 Absence/g 

ผล

การปนเป้ือนสารหนู ตะกัว่ และแคดเมยีมในยาจากสมนุไพรจ�ำนวน 156 ตวัอย่างตรวจพบการปนเป้ือนสงูกว่า

มาตรฐาน 4 ต�ำรับ 6 ตัวอย่าง (ร้อยละ 3.8) โดยพบปนเปื้อนสารหนูสูงกว่ามาตรฐานในต�ำรับยาเขียวหอม 1 ตัวอย่าง 

พบปนเปื้อนตะกั่วสูงกว่ามาตรฐานในต�ำรับยาหอมนวโกฐ 2 ตัวอย่าง พบปนเปื้อนแคดเมียมสูงกว่ามาตรฐานในต�ำรับ

ยาแก้ไข้ห้าราก 2 ตัวอย่าง และยาประสะมะแว้ง 1 ตัวอย่าง (ตารางที่ 1)

ตารางที่ 1  การปนเปื้อนสารหนู ตะกั่ว และแคดเมียมในยาจากสมุนไพร 156 ตัวอย่าง

ยาเขียวหอม	 5	 1	 สารหนู	 ไม่พบ	-	115.0	 0.1	-	3.9	 0.07-0.20

ยาจันทน์ลีลา	 32	 -	 -	 ไม่พบ	-	0.4	 0.0	-	3.3	 0.03-0.19

ยาแก้ไข้ห้าราก	 18	 2	 แคดเมียม	 ไม่พบ	-	0.2	 0.1	-	5.4	 0.02-0.50

ยาหอมนวโกฐ	 20	 2	 ตะกั่ว	 ไม่พบ	-	0.3	 0.3	-	13.9	 0.05-0.25

ยาหอมเทพจิตร	 5	 -	 -	 ไม่พบ	-	0.2	 0.3	-	1.9	 0.01-0.20

ยาหอมบ�ำรุงหัวใจ	 2	 -	 -	  ไม่พบ	 0.1	-	0.4	 0.10-0.19

ยาประสะมะแว้ง	 20	 1	 แคดเมียม	 ไม่พบ	-	0.3	 0.2	-	1.3	 0.01-0.51

ยาธาตุบรรจบ	 11	 -	 -	 ไม่พบ	-	3.3	 0	-	8.5	 0.01-0.11

ยาเหลืองปิดสมุทร	 7	 -	 -	 ไม่พบ	-	0.5	 0.1	-	1.9	 0.03-0.25

ยาประสะไพล	 24	 -	 -	 ไม่พบ	-	0.9	 0.2	-	2.1	 0.03-0.24

ยาสหัสธารา	 12	 -	 -	 ไม่พบ	-	0.2	 0.3	-	5.9	 0.01-0.06

รวม		  156	 6		

*เกณฑ์มาตรฐานตามต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย (Thai Herbal Pharmacopoeia 2009)

		  จ�ำนวน	 จ�ำนวน	 ชนิดของ	 ปริมาตรที่ตรวจพบ
	 ชื่อยา
		  ตัวอย่าง	 ตัวอย่างที่	 โลหะที่	 เกณฑ์มาตรฐาน* ส่วนในล้านส่วน (ppm)
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การปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ในยาจากสมุนไพรจ�ำนวน 116 ตัวอย่างตรวจพบไม่ผ่านเกณฑ์มาตรฐาน 7 ต�ำรับ 

30 ตัวอย่าง (ร้อยละ 25.9) ได้แก่ ต�ำรับยาจันทน์ลีลา ยาแก้ไข้ห้าราก ยาหอมนวโกฐ ยาหอมบ�ำรุงหัวใจ ยาธาตุบรรจบ 

ยาประสะไพล และยาสหสัธารา บางต�ำรบัตรวจพบการปนเป้ือนทัง้ Total aerobic microbial count, Bile-tolerant 

gram-negative bacteria และ Clostridium spp. ได้แก่ ยาจนัทน์ลลีา ยาหอมนวโกฐ และยาประสะไพล (ตารางท่ี 2)

ตารางที่ 2  การปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ในยาจากสมุนไพร 116 ตัวอย่าง

ยาเขียวหอม	 2	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 -
ยาจันทน์ลีลา	 20	 7	 6	 -	 3	 -	 -	 6
ยาแก้ไข้ห้าราก	 12	 2	 2	 -	 -	 -	 -	 -
ยาหอมนวโกฐ	 18	 6	 6	 -	 1	 -	 -	 2
ยาหอมเทพจิตร	 2	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 -
ยาหอมบ�ำรุงหัวใจ	 2	 2	 1	 -	 -	 -	 -	 1
ยาประสะมะแว้ง	 14	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 -
ยาธาตุบรรจบ	 10	 4	 4	 -	 -	 -	 -	 -
ยาเหลืองปิดสมุทร	 5	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 -
ยาประสะไพล	 19	 6	 6	 -	 1	 -	 -	 4
ยาสหัสธารา	 12	 3	 2	 -	 1	 -	 -	 -

รวม	 116	 30	 27	 -	 6	 -	 -	 13

*เกณฑ์มาตรฐานตามต�ำรามาตรฐานยาสมุนไพรไทย (Thai Herbal Pharmacopoeia 2009) 

สรุปผลการตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนโลหะหนักในยาจากสมุนไพร ตรวจพบการปนเปื้อนสูงกว่าเกณฑ์

มาตรฐานทั้งสารหนู ตะกั่ว และแคดเมียม ตรวจพบการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ Total Aerobic Microbial count, 

Clostridium spp. และ Bile-tolerant Gram-Negative Bacteria ไม่ผ่านเกณฑ์มาตรฐาน คิดเป็นร้อยละ 23.3, 

11.2 และ 5.2 ตามล�ำดับ (ตารางที่ 3)

ตารางที่ 3  สรุปผลการตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนโลหะหนักและเชื้อจุลินทรีย์ในยาจากสมุนไพร

                              รายการที่ไม่ผ่านเกณฑ์มาตรฐาน	   ร้อยละ

การปนเปื้อนโลหะหนัก (ตรวจวิเคราะห์จ�ำนวน 156 ตัวอย่าง)	 3.8
- 	 การปนเปื้อนสารหนู	 0.6
-	 การปนเปื้อนตะกั่ว	 1.3
-	 การปนเปื้อนแคดเมียม	 1.9
การปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ (ตรวจวิเคราะห์จ�ำนวน 116 ตัวอย่าง)	 25.9
-	 การปนเปื้อน Total Aerobic Microbial count	 23.3
-	 การปนเปื้อน Bile-tolerant Gram-Negative Bacteria	 5.2
-	 การปนเปื้อน Clostridium spp.	 11.2

	 จ�ำนวน	 จ�ำนวน
	ตัวอย่าง	 ตัวอย่าง
		  ไม่ผ่านเกณฑ์

ชื่อยา

จ�ำนวนตัวอย่างที่ไม่ผ่านเกณฑ์มาตรฐาน*
จ�ำแนกตามชนิดของเชื้อจุลินทรีย์

	 Total	 Total	 Bile-
	 Aerobic	 combined	 tolerant	
	 Microbial	 Yeasts	 Gram
	 count	 &	 Negative
		  Moulds	 Bacteria
		  count

	 Eschericia	 Salmonella	Clostridium
	 coli	 spp.	 spp.
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วิจารณ์

การตรวจวเิคราะห์การปนเป้ือนโลหะหนกัในยาจากสมนุไพร พบการปนเป้ือนสารหนสูงูกว่าเกณฑ์มาตรฐาน

ถึง 28.8 เท่า ในยาเขียวหอมที่ผลิตโดยภาคเอกชน 1 ตัวอย่าง พบปนเปื้อนตะกั่วสูงกว่ามาตรฐานในยาธาตุบรรจบและ 

ยาหอมนวโกฐ พบปนเปื้อนแคดเมียมสูงกว่ามาตรฐานในยาแก้ไข้ห้ารากและยาประสะมะแว้ง ยาจากสมุนไพรที่พบ 

การปนเปื้อนตะกั่วและแคดเมียมสูงกว่ามาตรฐานเป็นยาที่ผลิตจากโรงพยาบาลในภาคใต้ 3 แห่ง สาเหตุการปนเปื้อน 

อาจเกดิจากการใช้วัตถดุบิสมุนไพรท่ีได้จากแหล่งปลกูบรเิวณทีม่กีารปนเป้ือนโลหะหนกัในสิง่แวดล้อม หรอือาจเกดิจาก 

การท�ำความสะอาดวัตถุดิบไม่เหมาะสม ส่วนของพืชที่เป็นราก ล�ำต้นใต้ดิน และส่วนของพืชที่สัมผัสดินได้ง่าย 

จะมีโอกาสปนเปื้อนโลหะหนักจากดินได้ง่ายกว่าส่วนของพืชที่อยู่เหนือดิน ในต�ำรับยาแก้ไข้ห้ารากมีส่วนประกอบเป็น 

รากพืช 5 ชนิดได้แก่ รากย่านาง รากคนทา รากมะเดื่อชุมพร รากชิงช่ี รากไม้เท้ายายม่อม ยาประสะมะแว้งมีส่วน

ประกอบของเหง้าขมิ้นอ้อย ยาธาตุบรรจบมีส่วนประกอบของเหง้าขิงและหัวเปราะหอม (12) ต�ำรับยาที่ตรวจพบการ 

ปนเป้ือนตะก่ัวสูงกว่ามาตรฐานและพบการปนเป้ือนเชือ้จลุนิทรย์ีทัง้ Total aerobic microbial count, Bile-tolerant  

gram-negative bacteria และ Clostridium spp. คือ ยาหอมนวโกฐ ซึ่งในต�ำรับมีส่วนประกอบเป็นพืชสมุนไพร 

54 ชนิด และพิมเสน เป็นพืชสมุนไพรที่มาจากส่วนที่เป็นรากและล�ำต้นใต้ดิน เช่น รากแฝกหอม รากชะเอมเทศ 

เหง้าขิงแห้ง หัวแห้วหมู สมุนไพรส่วนท่ีสัมผัสกับดินได้ง่าย เช่น เถาบอระเพ็ดและสมุนไพรที่มีขนาดเล็ก และ 

ท�ำความสะอาดยาก เช่น เทียนทั้งเก้า สาเหตุการปนเปื ้อนดังกล่าวอาจเกิดจากการใช้วัตถุดิบสมุนไพรจาก 

แหล่งปลกูทีมี่การปนเป้ือนตะกัว่และการท�ำความสะอาดสมนุไพรไม่เหมาะสม ส่วนต�ำรบัทีม่คุีณภาพผ่านเกณฑ์มาตรฐาน 

การปนเปื้อนโลหะหนักและเชื้อจุลินทรีย์ ได้แก่ ยาหอมเทพจิตรและยาเหลืองปิดสมุทร

ยาเขียวหอมในบัญชียาจากสมุนไพรในบัญชียาหลักแห่งชาติในต�ำรับมีส่วนประกอบเป็นพืชสมุนไพรท้ังสิ้น 

ไม่มส่ีวนประกอบท่ีเป็นแร่ธาตแุต่อย่างใด ระบขุนาดทีใ่ช้ในผูใ้หญ่เท่ากบั 1 กรมั ทกุ 4-6 ชัว่โมง และไม่ควรใช้ตดิต่อกนั

เกิน 3 วัน ค่า Provisional Tolerable Weekly Intake (PTWI) ของสารหนูที่ The Joint FAO/WHO Expert 

Committee ON Food (JECFA) ก�ำหนดไว้เท่ากับ 0.015 มิลลิกรัมต่อน�้ำหนักตัว 1 กิโลกรัม หรือเท่ากับ 0.002 

มิลลิกรัม ต่อน�้ำหนักตัว 1 กิโลกรัมต่อวัน(13) ซึ่งเมื่อคิดเป็นปริมาณสารหนูต่อน�้ำหนักตัว 60 กิโลกรัม จะได้เท่ากับ 

0.129 มิลลิกรัมต่อวัน ตัวอย่างยาเขียวหอมที่พบปนเปื้อนสารหนูสูงถึง 115 ส่วนในล้านส่วน หรือ 0.115 มิลลิกรัม 

ต่อกรัม รายละเอียดของตัวอย่างไม่ได้ระบุเลขทะเบียนต�ำรับยาและส่วนประกอบ เมื่อค�ำนวณปริมาณการได้รับสารหนู

ของการใช้ครั้งละ 1 กรัม ทุก 4 ชั่วโมง จะได้เท่ากับ 0.69 มิลลิกรัมต่อวัน ซึ่งสูงกว่าค่าที่ JECFA ก�ำหนดไว้ประมาณ 

5 เท่า อย่างไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้เป็นการหาปริมาณสารหนูรวม ยังไม่ได้ศึกษาสถานะออกซิเดชัน และสารประกอบ 

ของสารหนูที่อยู่ในสถานะออกซิเดชัน +3 มีความเป็นพิษมากกว่าสารประกอบของสารหนูในสถานะออกซิเดชัน +5 

จึงควรหาสาเหตุการปนเปื้อนและศึกษาสถานะออกซิเดชันของสารประกอบของสารหนู เพื่อด�ำเนินการแก้ไขต่อไป

ตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ในตัวอย่างยาจากสมุนไพรจ�ำนวนเพียง 116 ตัวอย่าง เนื่องจาก

อีก 40 ตัวอย่าง มีปริมาณไม่เพียงพอส�ำหรับการตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนเชื้อเชื้อจุลินทรีย์ ผลการวิเคราะห์

พบการปนเปื ้อนเชื้อจุลินทรีย์ไม่ผ่านเกณฑ์มาตรฐานในยา 7 ต�ำรับ 30 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 25.9 จาก 

โรงพยาบาลผู้ผลติยาจากสมุนไพรในทุกภาค ส่วนยาทีผ่ลติจากภาคเอกชนตรวจไม่พบการปนเป้ือน โดยพบการปนเป้ือน 

Total aerobic microbial count สูงสุด 27 ตวัอย่าง รองลงมาคือ Clostridium  spp. 13 ตวัอย่าง และ Bile-tolerant 

gram-negative bacteria 6 ตัวอย่าง ตัวอย่างที่ตรวจพบการปนเปื้อนทั้ง Total aerobic microbial count, 

Bile-tolerant gram-negative bacteria และ Clostridium spp. ได้แก่ ต�ำรับยาจันทน์ลีลา ยาแก้ไข้ห้าราก 

ยาหอมนวโกฐ และยาประสะไพลการปนเปื้อนเช้ือจุลินทรีย์ดังกล่าว อาจเกิดจากยาทั้ง 4 ต�ำรับ มีส่วนประกอบ 

ที่เป็นพืชสมุนไพรจากส่วนที่เป็นรากล�ำต้นใต้ดิน ส่วนของพืชที่สัมผัสกับดินได้ง่าย และสมุนไพรที่มีขนาดเล็กและ 

ท�ำความสะอาดยาก ในยาจันทน์ลีลามีส่วนประกอบของรากปลาไหลเผือก ยาแก้ไข้ห้าราก มีส่วนประกอบของรากพืช 
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5 ชนดิ ยาหอมนวโกฐมีส่วนประกอบของรากเจตมลูเพลงิแดง รากช้าพล ูเหง้าขงิ หวัแห้วหม ูเถาบอระเพด็ และสมนุไพร 

ทีม่ขีนาดเลก็ เช่น เทียนท้ังเก้า ยาประสะไพลมีส่วนประกอบของเหง้าไพล เหง้าขงิ เหง้าขมิน้อ้อย เหง้าว่านน�ำ้ และตวัอย่าง

ยาจากสมนุไพรทัง้ 116 ตวัอย่าง ตรวจไม่พบเชือ้ Escherichia coli และ Salmonella spp. แสดงว่าไม่มกีารปนเป้ือน

จากอุจจาระของมนุษย์หรือมูลสัตว์การศึกษาครั้งนี้ตรวจการปนเปื้อน Clostridium spp. เท่านั้น ไม่ได้ตรวจพิสูจน ์

ว่าเป็น Clostridium perfringens หรือ Clostridium botulinum เนื่องจากเกณฑ์มาตรฐานตามต�ำรามาตรฐาน 

ยาสมนุไพรไทยระบวุ่ายาจากสมุนไพรต้องไม่พบการปนเป้ือนเช้ือ Clostridium spp. เนือ่งจากเช้ือ Clostridium spp.

เพียง 1 เซลล์ ถ้าสามารถเจริญเติบโตต่อไปได้ก็สามารถสร้างพิษ (toxin) และท�ำให้เกิดอันตรายได้ 

จากการตรวจพบการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ชนิดใช้อากาศ (Total aerobic microbial count) และ  

Clostridium spp. ในยาจากสมุนไพรค่อนข้างสูงนั้น สาเหตุการปนเปื้อนเกิดขึ้นได้ตั้งแต่ขั้นตอนการปลูก การ 

เกบ็เกีย่ว การเกบ็รกัษาวัตถดุบิ ความสะอาดของสถานที่ สขุลกัษณะของบคุลากรทีม่ส่ีวนในการผลติ และวธิกีารท�ำความ

สะอาดสมุนไพรที่เหมาะสมกับสมุนไพรแต่ละชนิด สมุนไพรบางชนิดที่ไม่สามารถท�ำความสะอาดโดยการล้างน�้ำ  เช่น 

ดอกผลทีม่ขีนาดเล็กมาก หรอืการล้างน�ำ้อาจท�ำให้สญูเสยีสารส�ำคัญ การก�ำจดัเช้ือจลุนิทรย์ีอาจใช้รงัสแีกมมาขนาดไม่เกนิ 

10 กโิลเกรย์ แทน การเกบ็สมุนไพรต้องบรรจใุนภาชนะทีส่ะอาดและปิดสนทิ นอกจากนีส้ภาพภมูอิากาศ เช่น ความร้อน

และความชื้น เป็นสิ่งส�ำคัญที่ท�ำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงในปริมาณสารส�ำคัญและเร่งการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรีย ์ 

ซึ่งจะมีผลต่อคุณภาพของวัตถุดิบและผลิตภัณฑ์ได้เช่นกัน(14) 

เนื่องจากวัตถุดิบสมุนไพรจากแหล่งปลูกที่สภาพภูมิประเทศและสภาพแวดล้อมแตกต่างกัน จะมีสารส�ำคัญ

ไม่เท่ากัน มีปัญหาจากการปนเปื้อนฝุ่นละออง โลหะหนัก ยาฆ่าแมลง สารพิษอ่ืนๆ และการปนเปื้อนเช้ือจุลินทรีย์  

การควบคุมคุณภาพยาจากสมุนไพรจึงควรด�ำเนินการตั้งแต่ต้นทางคือวัตถุดิบสมุนไพร ต้องมีการตรวจสอบคุณสมบัติ

เฉพาะของตวัยาสมุนไพร ร่วมกบัการตรวจสอบสารเจอืปน สารปลอมปน ตรวจการปนเป้ือนโลหะหนกัและเช้ือจลุนิทรย์ี 

ข้อมูลการศึกษาความปลอดภัยของยาจากสมุนไพรในบัญชียาหลักแห่งชาติในครั้งนี้ จะน�ำไปสื่อสารความเสี่ยงและ 

เตือนภัยสุขภาพเพื่อคุ้มครองผู้บริโภคให้ได้รับยาที่มีคุณภาพและปลอดภัย และใช้ประกอบการประชุมหารือร่วมกับ

หน่วยงานที่เกี่ยวข้องทั้งภาครัฐและเอกชน เพื่อปรับปรุงวิธีการควบคุมคุณภาพวัตถุดิบและการผลิตยาจากสมุนไพร 

ตามหลกัเกณฑ์วิธกีารท่ีดใีนการผลติยาจากสมุนไพรขององค์การอนามยัโลก(15) เป็นการประกนัคณุภาพยาจากสมนุไพร

พร้อมกับการกระตุ้นให้เกิดการวิจัยและพัฒนาวิธีการควบคุมคุณภาพในระดับที่ยอมรับของสากลซึ่งเป็นประโยชน์ 

ในการพัฒนาอุตสาหกรรมผลิตยาสมุนไพรภายในประเทศ สนับสนุนการพึ่งพาตนเองของประชาชนและช่วยแก้ปัญหา

ด้านเศรษฐกิจของประเทศอีกทางหนึ่ง

สรุป

การศึกษาความปลอดภัยของยาจากสมุนไพรกลุ่มยาแผนไทยหรือยาแผนโบราณในบัญชียาหลักแห่งชาต ิ

ที่ใช้ในโรงพยาบาลของภาครัฐ พบการปนเปื้อนโลหะหนักสูงกว่าเกณฑ์มาตรฐานร้อยละ 3.8 ในยา 4 ต�ำรับ ได้แก่ 

ยาเขยีวหอม ยาหอมนวโกฐ ยาแก้ไข้ห้าราก และยาประสะมะแว้ง ตวัอย่างยาเขยีวหอมทีต่รวจพบการปนเป้ือนสารหนสูงูกว่า 

เกณฑ์มาตรฐานเป็นยาทีผ่ลติโดยภาคเอกชน ควรศกึษาสถานะออกซเิดชนัของสารหนทูีต่รวจพบ และหาสาเหตกุารปนเป้ือน 

เพื่อด�ำเนินการแก้ไขต่อไป ส่วนตัวอย่างที่ตรวจพบการปนเปื้อนตะก่ัว และแคดเมียมสูงกว่าเกณฑ์มาตรฐาน เป็นยา 

ทีผ่ลติจากโรงพยาบาล 3 แห่ง ในภาคใต้ สาเหตอุาจเกดิจากการใช้วตัถดุบิจากแหล่งปลกูทีม่กีารปนเป้ือนโลหะดงักล่าว

ในสิ่งแวดล้อมและการท�ำความสะอาดวัตถุดิบไม่เหมาะสม การปนเปื้อนเช้ือจุลินทรีย์ตรวจพบไม่ผ่านเกณฑ์มาตรฐาน 

ร้อยละ 25.9 ในยา 7 ต�ำรับ ได้แก่ ยาจันทน์ลีลา ยาแก้ไข้ห้าราก ยาหอมนวโกฐ ยาหอมบ�ำรุงหัวใจ ยาธาตุบรรจบ  

ยาประสะไพล และยาสหสัธารา และยาทุกต�ำรบัตรวจไม่พบเช้ือ Escherichia coli, Salmonella spp. และ Yeasts & 
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Moulds ต�ำรับที่มีคุณภาพผ่านเกณฑ์มาตรฐานการปนเปื้อนเช้ือจุลินทรีย์และโลหะหนัก ได้แก่ ยาหอมเทพจิตรและ 

ยาเหลืองปิดสมุทร จากข้อมูลการศึกษาในครั้งนี้พบการปนเปื้อนจากเชื้อจุลินทรีย์ค่อนข้างสูง เป็นยาที่ผลิตจาก 

โรงพยาบาลท่ีผลิตยาจากสมุนไพรในทุกภาคของประเทศ   ซึ่งสาเหตุการปนเปื้อนเกิดขึ้นได้ตั้งแต่วัตถุดิบที่ใช้และ 

ขั้นตอนต่างๆ ในกระบวนการผลิต ผู้ผลิตยาควรน�ำหลักเกณฑ์วิธีการที่ดีในการผลิตยาจากสมุนไพรมาปรับปรุงวิธีการ

ผลิตยาจากสมุนไพรเพื่อให้ได้ผลิตภัณฑ์ยาที่มีคุณภาพและปลอดภัย
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Safety of herbal medicines in the 

National List of Essential Medicines

Chitra  Chaiyawat  Jiranuch  Jamtaweekul  Santipong  Wongpentak

and  Prachyaporn  Inthongkaew

Bureau of Drug and Narcotic, Department of Medical Sciences. Tiwanond Road, Nonthaburi 11000  Thailand

Abstract  Herbal medicines in the National List of Essential Medicines are medicines which  
the Ministry of Public Health encourages their use in government hospitals as an alternative to relieve 
symptoms or treat dieseases, as well as, to replace imported medicines. During fiscal year B.E. 2012-2013, 
Bureau of Drug and Narcotic, Department of Medical Sciences carried out a project on quality assurance 
of herbal medicines used in government hospitals by conducting safety studies consisting of tests for heavy 
metals and microbial contamination in herbal recipes, specified in the National List of Essential  
Medicines. Those recipes were herbal medicines in the following categories: antipyretic drugs, drugs used 
in symptomatic treatment of circulatory symptoms, respiratory system disorders, gastro-intestinal 
tract disorders, anti-diarrheal drugs, obestetrics and gynecological disorders and drugs used in  
musculo-skeletal symptoms. The recipes selected according to the mentioned categories were 
Ya-Khiewhom, Ya-Chanleela, Ya-Kaekaiharak, Yahom-Navakhoth, Yahom-Thepachit, Yahom-Bum-
ronghuachai, Ya-Prasamawang, Ya-Thadbunchob, Ya-Leongpidsamut, Ya-Prasaplai and 
Ya-Sahastara. The testsfor heavy metals and microbial contamination were carried out using atomic 
absorption spectroscopy and Thai Herbal Pharmacopoeia’s method, respectively. The results,  
evaluated according to the Thai Herbal Pharmacopoeial standard criteria, showed that 3.8% of 156 
samples, 4 recipes, including Ya-Khiewhom, Ya-Kaekaiharak, Yahom-Navakhoth and Ya-Prasamawa-
nghad fand arsenic, lead and cadmium levels higher than the acceptable limits, where as, 25.9% of 116 
samples, 7 recipes, including Ya-Chanleela, Ya-Kaekaiharak, Yahom-Navakhoth, Yahom-Bumrong-
huachai, Ya-Thadbunchob, Ya-Prasaplai and Ya-Sahastarawere found to be microbial contaminated. 
The recipes passed the acceptable limits on heavy metals and microbial contamination were Yahom- 
The pachitand Ya-Leongpidsamut.

Key words: safety, herbal medicines, National List of Essential Medicines, heavy metals, 
micro-organisms
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ในเส้นก๋วยเตี๋ยว
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บทคดัย่อ ก๋วยเตีย๋วเป็นอาหารทีน่ยิมบรโิภค มปีระวตัคิวามเป็นมาอย่างยาวนาน และเป็นผลติภณัฑ์ มลูค่าเพิม่ทีส่่งออกจ�ำหน่าย
ต่างประเทศ โดยเฉพาะตลาดหลักอย่างสหรัฐอเมริกา ที่มีการกักกันก๋วยเตี๋ยวน�ำเข้าจากไทย เนื่องจากพบสิ่งแปลกปลอมขนาด
เล็กที่มองไม่เห็นด้วยตาเปล่า (light filth) เช่น ขนหนู ขนแมว ขนสุนัข ชิ้นส่วนแมลง เป็นต้น ล้วนเป็นสิ่งที่น่ารังเกียจของ
ผู้บริโภค มากกว่าเกณฑ์ที่องค์การอาหารและยา สหรัฐอเมริกา (U.S.FDA.) ก�ำหนด ขณะที่ประเทศไทยยังไม่มีข้อมูล เรื่อง
สิ่งแปลกปลอมประเภท light filth ในเส้นก๋วยเต๋ียว ดังน้ัน กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์จึงท�ำการประเมินความเสี่ยงด้าน  
light filth ในก๋วยเตี๋ยวเส้นสดและเส้นแห้ง อย่างละ 50 ตัวอย่าง ตัวอย่างละ 6 sub-samples ระหว่างปี พ.ศ. 2553-2554 
โดยใช้เกณฑ์ของ U.S.FDA. พบว่าก๋วยเตี๋ยวทั้ง 100 ตัวอย่าง มีการปนเปื้อนของ light filth โดยก๋วยเตี๋ยวเส้นสด พบชิ้นส่วน
แมลงไม่ผ่านเกณฑ์ (225 ช้ิน) 29 ตวัอย่าง (ร้อยละ 58)  และเส้นแห้ง 11 ตวัอย่าง (ร้อยละ 22)  แสดงว่าเส้นสดมคีวามเสีย่งทีจ่ะ 
ตกเกณฑ์มากกว่าเส้นแห้ง 2.63 เท่า ส่วนจ�ำนวนขนหนูทีต่รวจพบเฉลีย่ 0.1-1.3 เส้น อยูใ่นเกณฑ์ก�ำหนด (2.5 เส้น) การป้องกนั
ไม่ให้ light filth ปนเป้ือนลงไปในผลติภณัฑ์เป็นสิง่ส�ำคญัทีส่ดุโดยโรงงานต้องปรบัปรงุสขุลกัษณะการผลติ เริม่จากการควบคมุ
คุณภาพวัตถุดิบให้มีการปนเปื้อนน้อยที่สุด รักษาความสะอาดบริเวณผลิต และปิดช่องเปิดสู่ภายนอกที่นก หนู แมลงจะเข้ามาสู่
โรงงาน รวมทั้งการรักษาสุขอนามัยส่วนบุคคล  ทั้งหมดนี้ต้องท�ำอย่างเป็นองค์รวมจึงจะได้ผลอย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่งจะท�ำให้
ผู้บริโภคได้รับประทานก๋วยเตี๋ยวที่สะอาด และผลิตภัณฑ์ยังสามารถส่งออกไปยังตลาดส�ำคัญคือสหรัฐอเมริกาโดยไม่ถูกกักกัน
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บทน�ำ

ก๋วยเตีย๋วเป็นอาหารประเภทเส้นของจนี สนันษิฐานกนัว่าเข้ามาในประเทศไทยตัง้แต่สมยัสมเดจ็พระนารายณ์

มหาราช ซึ่งเป็นช่วงที่ไทยมีการติดต่อกับชาวต่างชาติอย่างมาก และชาวจีนได้น�ำก๋วยเตี๋ยวเข้ามารับประทานกันในเรือ 

โดยต้มในน�้ำซุป มีการใส่หมู ใส่ผัก และเครื่องปรุงเพื่อความอร่อย แต่ส�ำหรับคนไทยแล้วถือว่าเป็นสิ่งที่แปลกใหม่ 

ในยุคนั้น ได้น�ำมาประกอบเป็นอาหารจนเป็นที่รู ้จักกันเป็นอย่างดี และเริ่มมีการท�ำเส้นก๋วยเตี๋ยวในประเทศไทย 

ในสมัยจอมพล ป. พิบูลสงคราม เป็นนายกรัฐมนตรีได้มีนโยบายรัฐนิยมที่สนับสนุนให้ประชาชนบริโภคก๋วยเตี๋ยว 

ซึ่งเห็นว่าหากประชาชนหันมาร่วมกันบริโภคก๋วยเตี๋ยวจะเป็นการช่วยเหลือเศรษฐกิจของชาติในตอนนั้น เพื่อให้เงิน

หมุนเวียนในประเทศ(1)

ก๋วยเตี๋ยวเป็นผลิตภัณฑ์ที่ท�ำมาจากข้าวหักหรือปลายข้าวเจ้าซึ่งมีราคาต�่ำ  เมื่อผ่านการแปรรูปจะท�ำให้เกิด

ผลิตภัณฑ์ที่มีมูลค่าสูงขึ้น ปัจจุบันยังคงเป็นที่นิยมของผู้บริโภคโดยทั่วไปทุกเพศทุกวัยทั้งเด็ก สตรี และคนชรา มีขาย 

ตามแผงลอย ร้านอาหาร ภัตตาคาร ศูนย์อาหารในห้างสรรพสินค้า จนกระทั่งในโรงแรมหรู   ประเทศไทยผลิต 

ก๋วยเตี๋ยวเพื่อบริโภคภายในประเทศและเพ่ือการส่งออก ซึ่งการก�ำกับดูแลการผลิตก๋วยเตี๋ยวจะอยู่ภายใต้ประกาศ 

กระทรวงสาธารณสุข เรื่อง แก้ไขเพิ่มเติมประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 193) พ.ศ. 2543 (ฉบับที่ 2) ก�ำหนด

ประเภทอาหารเพิม่เตมิในล�ำดบัท่ี 61 ให้การผลิตก๋วยเตีย๋วทีท่�ำจากแป้งข้าวเจ้าต้องเป็นไปตามหลกัสขุลกัษณะการผลติทีด่ี 

(Good Manufacturing Practices: GMP) ส่วนสหรัฐอเมริกาซึ่งเป็นตลาดหลักแห่งหนึ่งของอาหารส่งออก 

มกีฎหมายอาหาร ยา และเครือ่งส�ำอาง มาตรา 402 (a)(3) และ  (4) (2) ก�ำหนดว่าอาหารทีต่รวจพบสิง่สกปรก (filthy) 

ส�ำนักงานอาหารและยา (Food and Drug Administration; US.FDA.) จะพิจารณาตามเกณฑ์ Defect Action 

Levels (DAL) ถ้าตกเกณฑ์ให้จัดเป็นอาหารท่ีมีกระบวนการผลิตและหรือบรรจุอย่างไม่ถูกต้องตามหลักสุขลักษณะ 

ถอืว่าละเมดิต่อกฎหมาย ซึง่จะท�ำให้เกดิสภาพบงัคบัตามมาคอื การยดึ (seizure) การเรยีกคนื (recall) การด�ำเนนิคด ี

ต่อผู้ผลิต (prosecution) กรณีอาหารน�ำเข้าจะถูกกักกันที่ด่าน (detention) ซึ่งการกักกันสินค้าก๋วยเตี๋ยวจากไทย 

มีสาเหตุส�ำคัญคือ light filth(3) ส่วนประเทศไทยโดยกระทรวงสาธารณสุข ได้รณรงค์ให้ร้านอาหารใช้ก๋วยเตี๋ยว 

ทีส่ะอาดปลอดภยัไร้สารพษิ ซ่ึงก�ำหนดให้ใช้ก๋วยเตีย๋วทีไ่ม่มสีารกนับดูเกนิมาตรฐานแต่ยงัไม่มข้ีอมลูเรือ่งสิง่แปลกปลอม

ประเภท light filth ซึง่เป็นสิง่แปลกปลอมขนาดเลก็ทีน่่ารงัเกยีจ มองด้วยตาเปล่าไม่เหน็ เช่น ชิน้ส่วนแมลง (ปีก ล�ำตวั 

ขา หนวด ฯลฯ) ขนหน ูขนคน ขนนก เป็นต้น(4) สิง่แปลกปลอมเหล่านีเ้ป็นตวับ่งชีถ้งึสขุลกัษณะ  คอืความสะอาดในการ 

ผลิตโดยตรง กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ซึ่งเป็นหน่วยงานหลักในด้านการตรวจวิเคราะห์อาหารทางห้องปฏิบัติการ 

เพ่ือการคุ้มครองผู้บริโภคจึงท�ำการประเมินความเสี่ยงด้านสิ่งแปลกปลอมประเภท light filthในก๋วยเตี๋ยวสดและ 

ก๋วยเตี๋ยวแห้ง

วัสดุและวิธีการ

สถานที่เก็บตัวอย่าง

ส�ำนกัคณุภาพและความปลอดภัยอาหาร ร่วมกบัศนูย์วทิยาศาสตร์การแพทย์ 4 แห่ง ได้แก่ เชยีงใหม่ ขอนแก่น 

สงขลา และชลบุรีเก็บตัวอย่างก๋วยเตี๋ยวโดยแต่ละแห่งเก็บตัวอย่าง 20 ตัวอย่าง แบ่งเป็นเส้นสด 10 ตัวอย่าง และ 

เส้นแห้ง 10 ตัวอย่าง รวมเป็น 100 ตัวอย่างตั้งแต่ พ.ศ. 2553-2554	

เครื่องมือและอุปกรณ์เครื่องแก้ว(4)

1.	 analytical balance 2 ต�ำแหน่ง

2.	 autoclave ชนิด slow exhause โดยลดแรงดันจาก 15 ถึง 0 ปอนด์/ตารางนิ้วในเวลา 15-20 นาที
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3.	 widefield zoom stereoscopic microscope ตรวจวเิคราะห์เริม่ทีก่�ำลงัขยาย 30 เท่า เมือ่พบวตัถสุงสยั

ค่อยปรับก�ำลังขยายเพิ่มขึ้น

4.	 compound microscope ใช้ตรวจจ�ำแนกชนิดสิ่งแปลกปลอม

5.	 magnetic stirring bar และ stirrer-hot plate เป็นชนดิทีเ่คลอืบด้วย teflon ขนาดยาว โดยประมาณ 

47 มิลลิเมตร เส้นผ่าศูนย์กลางภายนอก 9 มิลลิเมตร ใช้กับ hot plate ที่สามารถปรับระดับความร้อนและความเร็ว 

ได้อย่างต่อเนื่อง

6.	 ชุดเครื่องกรอง (filtration apparatus) ประกอบด้วย

	 -	 filtering flask ขนาด 2 ลิตร

	 -	 Hirsch funnel 

	 - 	 เครื่องปั๊มสุญญากาศ

7.	 เครื่องท�ำน�้ำร้อนพร้อมสายฉีด

8.	 percolator ขนาด 2 ลิตร ปัจจุบัน Pyrex เลิกผลิตจึงต้องสั่งท�ำพิเศษส่วน stand ท่ีใช้ตั้ง  

percolator ควรสั่งท�ำให้เหมาะสมกับขนาดของ percolator ที่มี โดยอาจท�ำเป็นชั้นไม้ที่วาง percolator ได้ 6 อัน 

หรอือาจท�ำเป็นขาตัง้ stainless steel ทีว่าง percolator ได้ 1 อนั ส�ำหรบัระดบัความสงูของการตัง้ percolator พบว่า 

การตั้งบนอุปกรณ์บนพื้น จะท�ำงานได้สะดวกกว่าการตั้งบนโต๊ะปฏิบัติการ โดยเฉพาะเมื่อผู้วิเคราะห์เป็นสุภาพสตรี  

ที่มีส่วนสูงไม่เกิน 160 เซนติเมตร (ภาพที่ 1)

9.	 sieve no. 230  ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 8 นิ้ว ควรท�ำจาก stainless steel  และเป็นชนิด plain weave 

ที่มีเส้นลวดสานกันแบบขึ้น 1 ลง 1

10.	กระดาษกรองใช้ผลิตภัณฑ์ Whatman No. 8 Liniert/Ruled มีเส้นที่มีระยะห่าง 5 มิลลิเมตร เพื่อใช้

เส้นเป็นเคร่ืองหมายในการตรวจนับ light filth ให้ทัว่ทัง้พืน้ที ่กระดาษกรองจะต้องมเีส้นผ่าศนูย์กลางใหญ่กว่า  funnel 

ที่ใช้กรอง โดยพับกระดาษกรองให้เป็นขอบ ป้องกัน light filth หลุดรอดไปใต้กระดาษกรอง (loose material)

ภาพที่ 1  Percolator ขนาด 2 ลิตรพร้อมขาตั้ง stainless steel
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สารเคมี 

1.	 3% HCl เตรียมโดย ใช้ HCl  ความเข้มข้น 36.5-38.0% จ�ำนวน 30 มิลลิลิตร ผสมกับน�้ำกรอง 970 

มิลลิลิตร

2.	 isopropanol ความเข้มข้น 99.9% หรือ ethanol 95% 

3.	 paraffin oil สีขาว ใส มีค่า 125/135 Saybolt universal viscosity และมีค่าความถ่วงจ�ำเพาะ 

0.84-0.86 

4.	 antifoam solution - 1 g Dow Corning Antifoam A compound diluted with 20 ml. ethyl 

acetate ใช้ส่วนใสด้านบน และปิดฝาให้แน่น

วิธีวิเคราะห์

วิธีวิเคราะห์แบ่งเป็น 2 ขั้นตอนตามชนิดของสิ่งแปลกปลอม โดยวิเคราะห์ตามล�ำดับ ดังนี้ 

1.	 ตรวจหาสิ่งแปลกปลอมที่มองเห็นด้วยตาเปล่า(5)

	 ตรวจความผดิปกตต่ิางๆ ทีอ่าจมองเหน็ด้วยตาเปล่า (macroscopic หรอื visual examination) ของ 

บรรจภุณัฑ์ เช่น รอยกดัแทะ รฉีูกขาดของภาชนะบรรจ ุหากพบสิง่แปลกปลอมให้รายงานจ�ำนวน หากสามารถจ�ำแนกได้ 

ต้องระบุชนิดและขนาด จากน้ันเปิดถุงเทตัวอย่างทั้งหมดโดยแบ่งตัวอย่างกระจายลงบนกระดาษสีขาว รวบรวม 

สิ่งแปลกปลอมที่ตรวจพบไว้ใน petri dish ท�ำการตรวจจ�ำแนกชนิดและจ�ำนวนสิ่งแปลกปลอม 

2.	 ตรวจหาสิ่งแปลกปลอมประเภท light filth 

	 ตรวจวิเคราะห์ตามวิธี AOAC 969.41, 2012 ข้อ 16. 6. 06 Light Filth in Alimentary 

Pastes(4) โดยท�ำตัวอย่างละ 6 sub-samples มีวิธีปฏิบัติดังนี้

การเตรียมและวิธีย่อยตัวอย่าง

1.	 สุ่มตัวอย่าง 225 กรัมต่อ subsample ลงใน beaker ขนาด 2,000 มิลลิลิตร

2.	 เตมิ 3% HCl (30 + 970) ปรมิาตร 1,000 มลิลลิติร แล้วเตมิ antifoam solution ปรมิาตร 0.3 มลิลลิติร

3.	 น�ำไป digest โดยเข้า autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที

4.	 หลังออกจาก autoclave น�ำไป wet sieve โดยถ่ายส่วนผสมจาก beaker ลงใน sieve No. 230 

ใช้น�้ำประปาที่ร้อน (50-70 องศาเซลเซียส) ฉีดลงไปใน sieve เพื่อล้างส่วนผสมที่ละลายในน�้ำร้อนและล้างของเหลว

เดิมที่อยู่ใน beaker ออกให้หมดจนน�้ำล้างตัวอย่างใส

5.	 ถ่ายส่วนท่ีเหลอืบน sieve ไปต้มใน paraffin oil 50 มลิลลิติร ทีเ่ป็นกรด โดยเตมิ 3% HCl 30 มลิลลิติร 

กวนให้เป็น vortex (รูปกรวยหรือรูปตัววี) ด้วย magnetic stirrer hot plate เป็นเวลา 6 นาที 

6.	 ถ่ายส่วนผสมตัวอย่างลงใน percolator ที่มีน�้ำอยู่ 250 มิลลิลิตร ล้าง beaker ด้วยน�้ำประปาที่ร้อนและ

ถ่ายลงใน percolator ให้ได้ปริมาตร 1,700 มิลลิลิตร ทิ้งไว้ 3 นาที

7.	 drain ของเหลวที่อยู่ใต้ชั้นน�้ำมันทิ้ง ให้ได้ปริมาตร oil interface 250 มิลลิลิตร 

8. 	 เติมน�้ำประปาร้อนผ่านผิวด้านใน percolator เพื่อล้าง material ที่ติดอยู่ ให้ได้ปริมาตร 1,700 

มิลลิลิตร ทิ้งไว้ 2-3 นาที drain ตามข้อ 7. และให้ท�ำซ�้ำอีก 2 ครั้ง (ให้ชั้น lower layer ปราศจากหรือเกือบปราศจาก 

อนุภาคสารแขวนลอย) ถ้ายังไม่สะอาดให้ท�ำต่ออีก 1 ครั้ง

9.	 drain ในส่วนของ interface ระหว่างน�้ำมันกับน�้ำให้ได้ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ใส่ใน beaker ใบเดิม 

ล้างผวิด้านใน percolator ด้วย น�ำ้ประปาทีร้่อนหรอื alcohol หรอื isopropanol และน�ำ้หรอื detergent ซึง่ถ้าจ�ำเป็น

ใช้ rubber policeman ท�ำความสะอาดผิวด้านในของ percolator
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การวิเคราะห์หาสิ่งแปลกปลอม

1.	 น�ำส่วน oil interface ไปกรองด้วยชุดเครื่องกรอง

2. 	 น�ำกระดาษกรองไปตรวจหาสิ่งแปลกปลอมภายใต้ widefield zoom stereoscopic microscope 

โดยเริ่มที่ก�ำลังขยาย 30 เท่า และการตรวจต้องใช้เข็มเขี่ยขนาดเล็กประกอบ เมื่อพบวัตถุสงสัยให้ใช้ก�ำลังขยายสูงขึ้นที่ 

60-70 เท่า ซึ่งจะท�ำให้เห็นรายละเอียดได้มากขึ้น 

3.	 การจ�ำแนกชนิดสิง่แปลกปลอมให้เขีย่สิง่ปนปลอมจากกระดาษกรองมาอยูบ่น slide แล้วตรวจโครงสร้าง

โดยใช้ก�ำลังขยายมากๆ เป็นร้อยเท่า ภายใต้ compound microscope เพื่อจ�ำแนกว่าเป็นโครงสร้างของแมลงหรือ 

ขนสัตว์ชนิดใด(4)

เกณฑ์การตัดสินจ�ำนวนของสิ่งแปลกปลอมประเภท light filth 

U.S.FDA. จะกักกันเส้นก๋วยเตี๋ยว โดยใช้เกณฑ์ DAL คือ ตัวอย่างก๋วยเตี๋ยว 6 subsamples “โดยเฉลี่ย” 

ตรวจพบชิ้นส่วนของแมลง หรือ ขนหนูเท่ากับหรือมากกว่า 225 ชิ้น หรือ 4.5 เส้น(6) 

การค�ำนวณ

เพื่อประเมินความเสี่ยงที่จะพบสิ่งแปลกปลอมประเภท light filth ไม่ผ่านเกณฑ์ DAL ระหว่างก๋วยเตี๋ยว

เส้นสดกับเส้นแห้ง ตามสูตร(7)

				    	 a/(a + b)
			   RR (Risk Ratio) 	 =     	
				          c/(c+d))

RR	 =  	อตัราส่วนความเส่ียงของก๋วยเตีย๋วเส้นสดทีต่กเกณฑ์ DAL กับก๋วยเตีย๋วเส้นแห้งทีต่กเกณฑ์ DAL

a  	 =  	จ�ำนวนตัวอย่างก๋วยเตี๋ยวเส้นสดที่ไม่ผ่านเกณฑ์ DAL

b     	 =  	จ�ำนวนตัวอย่างก๋วยเตี๋ยวเส้นสดที่ผ่านเกณฑ์ DAL

c     	 =  	จ�ำนวนตัวอย่างก๋วยเตี๋ยวเส้นแห้งที่ไม่ผ่านเกณฑ์ DAL

b     	 =  	จ�ำนวนตัวอย่างก๋วยเตี๋ยวเส้นแห้งที่ผ่านเกณฑ์ DAL

ถ้า RR 	 = 	 1 แสดงว่าความเสีย่งท่ีพบ light filth ไม่ผ่านเกณฑ์ DAL ของก๋วยเตีย๋วเส้นสดและเส้นแห้งเท่ากนั

ถ้า RR › 1 แสดงว่าความเสี่ยงที่พบ light filth ไม่ผ่านเกณฑ์ DAL ของก๋วยเตี๋ยวเส้นสด มากกว่าเส้นแห้ง

ถ้า RR ‹ 1 แสดงว่าความเสี่ยงที่พบ light filth ไม่ผ่านเกณฑ์ DAL ของก๋วยเตี๋ยวเส้นสด น้อยกว่าเส้นแห้ง

ผล

สิ่งแปลกปลอมที่มองเห็นด้วยตาเปล่า

ตัวอย่างก๋วยเตี๋ยวทั้ง 100 ตัวอย่าง (600 subsamples) ตรวจไม่พบสิ่งแปลกปลอม

สิ่งแปลกปลอมประเภท  light filth ที่มองเห็นภายใต้กล้องจุลทรรศน์

พบชิ้นส่วนแมลงในตัวอย่างก๋วยเตี๋ยวเส้นสด และเส้นแห้งทุกตัวอย่าง  ตัวอย่างก๋วยเตี๋ยวเส้นสด พบขนหนู 

ขนแมว ขนสุนัข ขนนก และขนมนุษย์ จ�ำนวน 31, 29, 13 และ 49 ตัวอย่าง ส่วนตัวอย่างก๋วยเตี๋ยวเส้นแห้ง พบ

ขนหนู ขนแมว ขนสุนัข ขนนก และขนมนุษย์ จ�ำนวน 28, 12, 9 และ 43 ตัวอย่าง ตามล�ำดับ  จ�ำนวนขนหนูเฉลี่ยของ 

ทั้งก๋วยเตี๋ยวเส้นสดและเส้นแห้ง คือ 0.1-1.3 เส้น ผ่านเกณฑ์ DAL ทุกตัวอย่าง (ตารางที่ 1)
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ตารางที่ 1  จ�ำนวนและชนิดสิ่งแปลกปลอมประเภท light filth ที่ตรวจพบในตัวอย่างก๋วยเตี๋ยวแต่ละประเภท

					     จ�ำนวนตัวอย่าง

				    เส้นสด		  เส้นแห้ง

ชิ้นส่วนแมลง	 50	 50

ขนหนู (เฉลี่ย 0.1-1.3 เส้น)	 31	 28

ขนแมว/ขนสุนัข	 29	 12

ขนนก	 13	 9

ขนมนุษย์	 49	 43

ส�ำหรบัผลการตรวจพบชิน้ส่วนแมลงแบ่งเป็นช่วงจ�ำนวนโดยอิงเกณฑ์ตดัสนิ DAL ทีจ่�ำนวนต�ำ่กว่า 225 ชิน้ 

และจ�ำนวนที่เท่ากับ หรือมากกว่า 225 ชิ้น พบว่าตัวอย่างก๋วยเตี๋ยวเส้นสดที่พบช้ินส่วนแมลง ไม่ผ่านเกณฑ์ DAL 

คือ 29 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 58 ของตัวอย่างเส้นสดที่ตรวจทั้งหมด ส่วนก๋วยเตี๋ยวเส้นแห้งที่ไม่ผ่านเกณฑ์ คือ 

11 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 22 ของตัวอย่างเส้นแห้งที่ตรวจทั้งหมด (ตารางที่ 2)

ตารางที่ 2  จ�ำนวนชิ้นส่วนแมลงที่ตรวจพบในตัวอย่างก๋วยเตี๋ยวแต่ละประเภท

	 1	-	75	 5		  30	

	 76	-	150	 7		  7	

	151	-	224	 9	 21 (42)	 2	 39 (78)

	225*	-	300	 7		  4	

	301	-	400	 5		  2	

	401	-	500	 -		  -	

	501	-	600	 7		  2	

	601	-	700	 5		  2	

	701	-	800	 -		  1	

	901	-	มากกว่า 1000	 5	 29 (58)	 -	 11 (22)

อนึ่งก๋วยเตี๋ยวเส้นสด 4 ตัวอย่าง ตรวจพบ light filth 5 ประเภท ในตัวอย่างเดียวกัน คือพบชิ้นส่วน

แมลง 107-204 ชิ้น ขนหนู 0.1-0.5 เส้น ขนแมว สุนัข 0.1-0.5 เส้น  ขนนก 0.1-0.3 เส้น  ขนมนุษย์ 0.5-1.1 เส้น 

ส่วนก๋วยเตี๋ยวเส้นแห้ง 4 ตัวอย่างพบชิ้นส่วนแมลง 57-101 ชิ้น ขนหนู 0.1-0.7 เส้น ขนแมว สุนัข 0.1 เส้น 

ขนนก 0.1-0.3 เส้น  ขนมนุษย์ 0.3-3.0 เส้น

การค�ำนวณอัตราความเสี่ยงที่จะพบชิ้นส่วนแมลงไม่ผ่านเกณฑ์ DAL ระหว่างก๋วยเตี๋ยวเส้นสดกับเส้นแห้ง

                       29/50พบว่าเท่ากับ   =             = 2.63 แสดงว่าก๋วยเตี๋ยวเส้นสด มีความเสี่ยงที่จะพบชิ้นส่วนแมลงไม่ผ่านเกณฑ์มากกว่า 
	 11/50
เส้นแห้ง 2.63 เท่า

	 จ�ำนวนชิ้นส่วน	                                                   จ�ำนวนตัวอย่าง

	 แมลงที่พบ (ชิ้น)	 เส้นสด	 รวม (ร้อยละ)	 เส้นแห้ง	 รวม (ร้อยละ)

สิ่งแปลกปลอมที่ตรวจพบ
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วิจารณ์

ประเทศไทยอยู่ในเขตร้อนชื้นเหมาะกับการด�ำรงชีวิตและเจริญพันธุ์ของแมลง ปลายข้าวที่เป็นวัตถุดิบ 

ในการผลิตเส้นก๋วยเตีย๋วกเ็ป็นอาหารท่ีด ีจึงเป็นปัจจยัเสรมิทีท่�ำให้พบช้ินส่วนแมลงในตวัอย่างก๋วยเตีย๋วทกุตวัอย่าง และ

มีตัวอย่างที่จ�ำนวนชิ้นส่วนแมลงตกเกณฑ์ DAL ของเส้นสด ร้อยละ 58  เส้นแห้ง ร้อยละ 22 โดยเส้นสดมีความเสี่ยง 

ทีจ่ะตกเกณฑ์สูงกว่าเส้นแห้ง 2.63 เท่า มีข้อสังเกตว่าการจ�ำหน่ายก๋วยเตีย๋วเส้นสดจะอยูใ่นลกัษณะการแบ่งขายตามปริมาณ 

ที่ผู้ซื้อต้องการ คือ ไม่ได้อยู่ในภาชนะบรรจุของโรงงาน จึงไม่ปรากฏชื่อ ที่อยู่ของผู้ผลิตท�ำให้ผู้ผลิตไม่เข้มงวดในด้าน

สุขลักษณะการผลิต จึงควรมีเกณฑ์บังคับตามกฎหมาย เรื่อง ฉลาก ของก๋วยเตี๋ยวเส้นสด 

การตรวจพบ light filth 5 ประเภท ในตัวอย่างเดียวกันของก๋วยเตี๋ยวเส้นสด เส้นแห้งคือพบชิ้นส่วนแมลง   

ขนแมว สนุขั  ขนนก และขนมนุษย์ ถงึแม้ว่าจ�ำนวนช้ินส่วนแมลง และขนหน ูต�ำ่กว่าเกณฑ์ DAL แต่การพบสิง่แปลกปลอม

หลายประเภทในตัวอย่างเดียวกันซึ่งเกณฑ์ก�ำหนด DAL ครอบคลุมไปไม่ถึง แต่ U.S.FDA. จะใช้การพิจารณาเป็น

แต่ละกรณีไป ซึง่กรณดีงักล่าวอาจเป็นสาเหตกุารกกักนัสนิค้า แม้ว่าการส่งออกจะเป็นผลติภณัฑ์เฉพาะก๋วยเตีย๋วเส้นแห้ง  

แต่ส�ำหรับก๋วยเตี๋ยวเส้นสดที่บริโภคภายในประเทศพบการปนเปื้อนของ light filth ในปริมาณมาก ก็อาจพิจารณา 

ได้ว่าไม่เหมาะสมในการน�ำไปบริโภคเช่นเดียวกัน เนื่องจากบ่งชี้ถึงกระบวนการผลิตที่ไม่ดีขาดการป้องกันแมลงและ

สัตว์พาหะ(2)  

การแก้ไขปัญหาการปนเปื้อน light filth ในเส้นก๋วยเตี๋ยวสิ่งที่ส�ำคัญมากที่สุด คือการป้องกันไม่ให้ light 

filth ปนเปื้อนลงไปในผลิตภัณฑ์ เริ่มจากการใช้วัตถุดิบที่ปราศจากการปนเปื้อน หรือมีการปนเปื้อนน้อยที่สุด ดังนั้น

ปลายข้าว/ข้าวหกั ท่ีจะน�ำมาโม่ท�ำแป้ง ถ้าสามารถน�ำไปผ่าน เครือ่งยงิสี (sorting) ซึง่เป็นเครือ่งมอืทีม่ปีระสทิธภิาพสงู

ในการแยกสิ่งแปลกปลอม จะช่วยก�ำจัดสิ่งแปลกปลอมออกจากกระบวนการผลิต จากนั้นจะต้องเก็บวัตถุดิบในภาชนะ

ปิดสนิทและรักษาบริเวณผลิต บริเวณเก็บวัตถุดิบให้สะอาดอยู่เสมอ ท�ำเส้นสีขาวกว้างอย่างน้อย 15 เซนติเมตร บนพื้น

ส่วนที่อยู่ติดผนัง เพื่อสังเกตร่องรอยสัตว์และแมลง วิธีนี้แม้ท�ำให้เสียพื้นที่ไปบางส่วนแต่ก็เป็นวิธีที่สะดวก ประหยัด(2)

ส�ำหรับการป้องกันแมลงและสัตว์ห้องที่ใช้ในการผลิตต้องบุด้วยมุ้งลวดหรือตาข่าย มุ้งลวดที่ติดกับขอบ

หน้าต่างจะต้องพอดีกับกรอบและสามารถถอดล้างท�ำความสะอาดได้ การป้องกันหนูท�ำโพรงหรือขุดรูเข้าสู่ตัวอาคาร

ต้องค�ำนึงถึงผนังรากตึก ควรท�ำเป็นรูปตัว L (sunken wall)(2) คือ ฝังรากลงในดินอย่างน้อย 2 ฟุต ปลายยื่นมา 

แนวนอน 1 ฟุต ส่วนขอบบนของผนังตึกควรสูงกว่าระดับพื้นดินอย่างน้อย 1 ฟุต  ส�ำหรับประตูไม้ตามขอบด้านล่าง

ควรหุ้มด้วยโลหะเพื่อป้องกันหนูแทะ 

ทางเข้าออกของบรเิวณผลติโดยท่ัวไปนยิมใช้ม่านพลาสตกิป้องกนัแมลงและอาจมพีดัลมเป่าและต้องมปีระตู

ปิดอกีชัน้หน่ึงซ่ึงต้องปิดหลงัจากสิน้สดุการผลติในแต่ละวนั  เพือ่ป้องกันหนแูละสตัว์อ่ืนเข้ามาในบรเิวณผลติเมือ่มรีะบบ

ป้องกันที่ดีแล้ว ต้องมีการตรวจตราซ่อมแซมระบบดังกล่าวอย่างสม�่ำเสมอ เช่น มุ้งลวดอาจจะขาดทะลุ หรือแผ่นเหล็ก 

ที่ใช้ปิดทางเข้าออกของหนูเกิดผุกร่อนเป็นต้น ส่วนการปนเปื้อนขนมนุษย์ป้องกันโดยพัฒนาสุขลักษณะส่วนบุคคล 

คือ การสวมถุงมือและใช้เน็ตคลุมผม

สรุป

การป้องกันไม่ให้มีสิ่งแปลกปลอมประเภท light filth ปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์ต้องปฏิบัติอย่างเป็น 

องค์รวมทัง้ระบบไม่ใช่ท�ำแต่เพยีงส่วนใดส่วนหนึง่จงึจะประสบความส�ำเรจ็ได้อย่างมปีระสทิธภิาพโดยผู้บรหิารสงูสดุของ

โรงงานจะต้องมีนโยบายเพ่ือน�ำไปสู่การปฏิบตัใินการทีจ่ะป้องกันไม่ให้มสีิง่แปลกปลอมในผลติภณัฑ์ของตน ผลตอบแทน

ที่ได้รับ นอกจากจะเป็นการเสริมสร้างชื่อเสียง ความน่าเชื่อถือของผลิตภัณฑ์ที่ผู้บริโภคจะได้รับประทานเส้นก๋วยเตี๋ยว 

ที่สะอาดแล้วยังสามารถส่งออกผลิตภัณฑ์ไปจ�ำหน่ายยังตลาดส�ำคัญ คือ สหรัฐอเมริกาได้	
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การตรวจโรงงานเพือ่ให้การรบัรอง GMP ตามข้อก�ำหนดทีอ่ยูใ่นบญัชแีนบท้ายประกาศกระทรวงสาธารณสขุ 

(ฉบับที่ 193) พ.ศ. 2543  เรื่อง วิธีการผลิตเครื่องมือเครื่องใช้ในการผลิตและการเก็บรักษาอาหาร ควรเพิ่มการตรวจ 

light filth ในผลิตภัณฑ์ว่าต้องผ่านเกณฑ์ DAL ด้วย จะเป็นการยกระดับการผลิต ให้เกิดความเช่ือมั่นเพิ่มขึ้นว่า

ผลิตภัณฑ์มีความสะอาด ถูกสุขลักษณะเหมาะสมต่อการบริโภคอย่างแท้จริง
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Risk Assessment of Light Filth in 

Rice Noodle

Tanongpan  Satjapala  Kuntong  Pednog  Kokeiat  Sarttarin 

and Kanogwan   Toonsakool
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 

11000 Thailand.

ABSTRACT Noodle is a historical favorite food. Besides it is a value added product which is exported 
to many countries, included the United States of America (US); one of the main market. Whereas there 
is no information on light filth in noodle whilst light filth is an objectionable matter; such as rat hair, 
cat/dog hair, insect fragments etc. And it occurred that US. Food and  Drug Administration detained  
the Thai noodle consignments because of this matter. Therefore, in 2553-2554 B.E., Department of 
Medical Sciences undertook risk analysis of light filth in fresh and dry noodle, 50 samples each and 6 
sub-sample each sample. The results shown that every sample was contaminated by light filth. The risk 
ratio of light filth between fresh and dry noodle which fail defect action level (DAL: 225 insect fragments) 
was 2.63 (58% and 22% respectively). The average of rat hairs, 0.1-1.3 hairs, were below DAL (4.5 hairs). 
The preventive measures against elements that lead to contamination is the most important aspect. 
Such measures start with raw material control, good housekeeping, closing all openings for pest  
exclusion and personal hygiene. For fully effective, all measures must be conducted integratedly. 
The upshots of strengthening the good manufacturing practices are not only providing sanitary noodle to 
the consumers but the products could also be exported to US. with no detention.

Key Words: Risk assessment, light filth, Rice noodle
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บทน�ำ

ปัจจบุนัยาชวีวัตถท่ีุผลติโดยเทคโนโลยชีวีภาพ(1, 2)  มปีรมิาณและคณุภาพสงูขึน้ สามารถน�ำมาใช้ในการรักษา

ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ยาชีววัตถุที่ใช้เพื่อการรักษาโรค (biotherapeutic products) ดังกล่าวมีหลายประเภท ได้แก่ 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี  (monoclonal antibody: mAb) โปรตีนชนิดต่างๆ ได้แก่ granulocyte colony  

stimulating factor (G-CSF), blood clotting factor VIII ยาในกลุ่มฮอร์โมน ได้แก่ erythropoietin,  

insulin ยาในกลุม่เอนไซม์ ได้แก่ urate oxidase, glucosidase รวมถงึเปปไทด์ต่างๆ ยาชีววตัถเุหล่านีม้กีระบวนการ

สร้างและผลิตที่ซับซ้อนในเซลล์สิ่งมีชีวิต ตลอดจนต้องผ่านขั้นตอนการเตรียมโปรตีนให้บริสุทธิ์ จึงต้องมีการออกแบบ

และควบคมุการผลิตเป็นอย่างดเีพือ่ให้ม่ันใจว่าจะได้ยาทีม่คีณุภาพตามทีก่�ำหนด การตรวจวเิคราะห์คณุภาพจงึเป็นหวัใจ

ส�ำคญัในการควบคมุคณุภาพ เพ่ือให้เกดิความมัน่ใจในความปลอดภยัและประสทิธภิาพในการน�ำมาใช้เพือ่การรกัษา(3, 4) 

โมเลกลุของแอนตบิอดปีระกอบด้วยโปรตนีสายสัน้ (light chain: LC) 2 สาย และโปรตนีสายยาว (heavy 

chain: HC) 2 สาย เชือ่มกนัเป็นรปูตวัวาย (Y shape) ด้วยพนัธะไดซลัไฟด์ (disulfide bond) และมโีมเลกลุน�ำ้ตาล

ประกอบอยู่บน HC(5)(glycosylated HC) (ภาพที่ 1)(6) ซึ่งเป็นการปรับแต่งโมเลกุลหลังจากการสร้างโปรตีนของ

เซลล์ (post-translational modification)(5, 7, 8) โดยชนิดและรูปแบบการเรียงตัวของหมู่น�้ำตาลในการเกิด  

glycosylation จะมีความแตกต่างกันตามชนิดของเซลล์ โดยเซลล์ที่นิยมน�ำมาใช้เป็นแหล่งผลิต ได้แก่ เซลล์สัตว์เลี้ยง

ลูกด้วยนม และยีสต์ นอกจากนั้นสิ่งแวดล้อมของกระบวนการผลิต วิธีการเลี้ยงเซลล์ และองค์ประกอบของอาหารเลี้ยง

เซลล์ กเ็ป็นปัจจยัส�ำคญัในการผลติแอนตบิอดทีีม่ปีระสทิธภิาพ แอนตบิอดทีีม่กีารออกฤทธิไ์ด้อย่างมปีระสทิธภิาพควร

เป็นโมเลกุลเดี่ยวที่สมบูรณ์ (monomer) แต่เนื่องจากในกระบวนการสร้าง mAb ในเซลล์ กระบวนการเตรียมโปรตีน

ให้บริสุทธิร์วมท้ังในขัน้ตอนการเกบ็รกัษาอาจท�ำให้โมเลกลุของแอนตบิอดเีกดิการเปลีย่นแปลงไปในลกัษณะต่างๆ เช่น 

เกิดการแตกของโมเลกุล (fragmentation) หรือการเกาะกลุ่มกันของโมเลกุลแอนติบอดี (aggregation)(3, 9)  รวม

ทัง้การเกดิโมเลกลุท่ีสภาพไม่สมบรูณ์เน่ืองมาจากไม่มกีารเตมิน�ำ้ตาลที ่HC ซึง่มผีลต่อความคงตวัและการออกฤทธิข์อง

แอนติบอดี และท�ำให้ได้เป็น non-glycosylated heavy chain: NGHC ซึ่งโมเลกุลชนิดนี้จัดเป็นสารปนเปื้อนที่มา

กับตัวยา (product-related impurities) ดังนั้นจึงมีความจ�ำเป็นในการควบคุมปริมาณ NGHC นี้(10, 11) 

ภาพที่ 1 โครงสร้างของแอนติบอดี และหมู่น�้ำตาล บน HC
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การวิเคราะห์เอกลักษณ์จากคุณลักษณะของโมเลกุลโดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานและการตรวจสอบ 

ความบริสุทธิ์เป็นส่วนส�ำคัญในการตรวจวิเคราะห์คุณภาพยาชีววัตถุ เนื่องจากสามารถแสดงให้เห็นถึงคุณภาพของยา

และความสม�่ำเสมอของกระบวนการผลิต การเก็บและการขนส่งที่เหมาะสมของยา(12) โดยต�ำรายาสากลแนะน�ำให ้

ตรวจวิเคราะห์คุณลักษณะเอกลักษณ์และความบริสุทธิ์ของยาชีววัตถุเพื่อการรักษาเหล่านี้ด้วยวิธีวิเคราะห์ที่ต่างกัน

มากกว่า 1 วิธี(13) เพื่อให้มั่นใจว่าผลิตภัณฑ์ยาส�ำเร็จรูปมีคุณภาพตามที่ก�ำหนดโดยดูจากผลการวิเคราะห์ว่าเป็นไปตาม

ข้อก�ำหนดและสอดคล้องกัน วิธีการตรวจวิเคราะห์ที่นิยมใช้ได้แก่ เทคนิคโครมาโทกราฟี และอิเล็กโทรโฟรีซิส(13, 14)  

เช่น size exclusion chromatography (SEC-HPLC), reversed-phase chromatography (RP-HPLC), 

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), isoelectric focusing (IEF) 

และ capillary electrophoresis (CE)(15) เป็นต้น

Capillary electrophoresis-sodium dodecyl sulfate (CE-SDS) เป็นเทคนิคการแยกโปรตีนที่ใช้

หลักการเดียวกับ SDS-PAGE แบบเจลโดยพัฒนาให้มีประสิทธิภาพสูงขึ้นกว่าวิธี SDS-PAGE ซึ่งมีข้อจ�ำกัดในการ

ใช้เวลานานในการเตรียมเจล ความยุ่งยากในการวิเคราะห์รวมทั้งมีการใช้สารเคมีที่อันตราย(16, 17) ปัจจุบัน CE-SDS 

ซึ่งเป็นวิธีวิเคราะห์ที่ระบุไว้ใน European Pharmacopoeia(3) ที่นิยมใช้ในห้องปฏิบัติการวิเคราะห์คุณภาพยาโปรตีน 

ในการควบคุมคุณภาพยาชีววัตถุชนิด mAb ด้านเอกลักษณ์และความบริสุทธิ์โดยการตรวจสอบปริมาณโมเลกุล

แอนติบอดีที่สมบูรณ์และผลรวมของ LC และ HC เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานซึ่งผู้ผลิตจะก�ำหนดเป็นค่าร้อยละ 

ที่เหมาะสมส�ำหรับยาแต่ละชนิด หลักการของ CE-SDS คือ SDS จะจับกับโมเลกุลโปรตีนท�ำให้โปรตีนสูญเสียสภาพ

โครงสร้างแบบทุติยภูมิและตติยภูมิได้เป็นสายของกรดอะมิโน เมื่อผ่านเข้าไปในท่อแคปิลลารีจะเกิดการแยกโปรตีน

ตามขนาดโมเลกุล โดยโมเลกุลขนาดเล็กจะถูกแยกออกมาก่อน ตามด้วยโมเลกุลที่มีขนาดใหญ่กว่า ซึ่งเวลาที่ใช้ในการ

เคลื่อนที่ (migration time: MT) ของแต่ละโมเลกุลจะเป็นค่าเฉพาะ โดยจะปรากฏพีคที่มีความสูงแปรตาม 

ตามจ�ำนวนของโมเลกุลที่แยกได้โดยปริมาณของสารที่แยกได้นี้จะถูกค�ำนวณเป็นร้อยละของพื้นที่ใต้พีค (corrected 

percentage area) ต่อไป โดยวิธีนี้สามารถวิเคราะห์ในสภาวะ non- reducing เพื่อตรวจสอบปริมาณของโมเลกุล

ชนิด monomer หรือวิเคราะห์ในสภาวะ reducing โดยการสลายโครงสร้างของโมเลกุลแอนติบอดี โดยการตัดพันธะ

ไดซัลไฟด์ในโมเลกุลแอนติบอดี ท�ำให้ผลการวิเคราะห์ที่ได้มีพีคของ LC และ HC ที่แยกออกจากกัน จากผลการ

วิเคราะห์จะท�ำให้ทราบว่ายา mAb มีคุณภาพเป็นไปตามเกณฑ์ที่ก�ำหนดหรือไม่ (18, 19) ดังนั้นการศึกษานี้จึงได้ท�ำการ

ตรวจสอบคุณภาพของ CE-SDS เพื่อน�ำมาใช้เป็นวิธีมาตรฐานของประเทศร่วมกับวิธีอ่ืนในการตรวจเอกลักษณ์และ

ความบริสุทธิ์ของยาชีววัตถุเพื่อการรักษาชนิด mAb ต่อไป

วัสดุและวิธีการ

เครื่องมือและอุปกรณ์

เครื่องอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบแคปิลลารี PA 800 Plus Pharmaceutical Analysis System (Beckman 

Coulter, USA) ประกอบด้วยชุดคอมพิวเตอร์ และโปรแกรมประมวลผล 32 Karat Software version 9.1 patch 

และ PA 800 plus Software version 1.1 patch  มีเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสงชนิด photodiode array (PDA)  

และแคปิลลารีแบบ uncoated ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 50 μm ยาว 30.2 cm 

ชุดน�้ำยาส�ำเร็จรูป และสารมาตรฐาน

ชุดน�้ำยาส�ำเร็จรูป : SDS-MW analysis kit (Beckman coulter, USA) ประกอบด้วยโปรตีนอ้างอิง

มาตรฐานที่มีขนาดโมเลกุลระหว่าง 10-225 kDa และ internal standard (IS) ขนาด 10 kDa, Gel buffer 

(proprietary formulation, pH 8, 0.2% SDS), sample buffer (100 mM Tris-HCl, pH 9.0, 1% SDS), 
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acidic wash solution (0.1 N HCl), basic wash solution (0.1 N NaOH), 2-mercaptoethanol 

(BIO-RAD, US), DTT (GE, US), iodoacetamide (GE, US), milli-Q water

สารมาตรฐาน : สารมาตรฐาน mAb และ G-CSF จากบริษัทฯ ผู้ผลิตตัวอย่างชนิดนั้นๆ 

ตัวอย่าง 

ตัวอย่างส�ำหรับการทดสอบความถูกต้องของวิธีเป็นยาชีววัตถุเพื่อการรักษา 2 กลุ่ม คือ mAb ชนิด A 

ซึ่งผลิตจากเซลล์ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (mammalian cells) และ granulocyte colony stimulating factor 

(G-CSF) ที่ผลิตจาก E. coli จ�ำนวน 1 ชนิด ส�ำหรับการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี

ตัวอย่าง mAb ชนิด B และ C ซึ่งเป็นยาชีววัตถุเพื่อการรักษาที่ส่งตรวจเพื่อประกอบการขึ้นทะเบียนยา

การเตรียมตัวอย่าง

เตรียมตัวอย่างและสารมาตรฐานในสภาวะ non-reducing

เจือจางสารมาตรฐานและตัวอย่างให้มีปริมาณโปรตีนอยู่ในช่วง 0.2-2.0 mg/ml ด้วย sample buffer  

เติม IS ปริมาตร 2 µl และ 250 mM iodoacetamide ปริมาตร 5 µl ลงในตัวอย่างปริมาตร 95 µl น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 

70 ํC นาน 3 นาที ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้องนาน 5 นาที ก่อนท�ำการทดสอบ 

เตรียมตัวอย่างและสารมาตรฐานในสภาวะ reducing 

เจือจางสารมาตรฐานและตัวอย่างให้มีปริมาณโปรตีนอยู่ในช่วง 0.2-2.0 mg/ml ด้วย sample buffer  

เติม IS ปริมาตร 2 µl และ 2-mercaptoethanol ปริมาตร 5 µl ลงในตัวอย่างปริมาตร 95 µl น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 

100 ํC นาน 3 นาที ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้องนาน 5 นาที ก่อนท�ำการทดสอบ

วิธีวิเคราะห์

น�ำสารตัวอย่างและสารมาตรฐานที่เตรียมไว้ ฉีดเข้าเครื่อง CE ขั้นตอนการแยกสารของ CE-SDS ประกอบ

ด้วยการสลายโมเลกุลโปรตีนด้วยความร้อนในสภาพที่มี SDS จากนั้นน�ำไปผ่านแคปิลลารีโดยมีชุดน�้ำยาโปรตีนท่ีมี 

น�้ำหนักมาตรฐานในช่วง 10, 20, 35, 50, 100, 150, และ 225 kDa และ ใช้ IS ขนาดน�้ำหนักโมเลกุล 10 kDa เติม

ในตัวอย่างเพื่อเป็น mobility marker โดยมีสภาวะของเครื่อง (ตารางที่ 1) และวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม 32 

Karat Software version 9.1 patch และ PA 800 plus Software version 1.1 patch

ตารางที่ 1  สภาวะของเครื่อง CE ที่ใช้ส�ำหรับวิเคราะห์ CE-SDS ในขั้นตอนการท�ำงานขั้นตอนต่างๆ

	 step#	 event	 value	 duration	 comments

	 1	 rinse-pressure	 70.0 psi	 3.00	 min	 0.1 N NaOH rinse 
	 2	 rinse-pressure	 70.0 psi	 1.00	 min	 0.1 N HCl rinse 
	 3	 rinse-pressure	 70.0 psi	 1.00	 min	 H2O rinse 
	 4	 rinse-pressure	 70.0 psi	 10.00	 min	 SDS gel rinse 
	 5	 wait		  0.00	 min	 H2O dip 
	 6	 wait 		  0.00	 min	 H2O dip 
	 7	 inject -voltage	 5.0 kV	 20.0	 sec	 sample injection
	 8	 wait 		  0.00	 min	 H2O dip 
		  9	 separate -voltage	 15.0 kV	 30.00	 min	 separation 
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การหาความเข้มข้นของโปรตีนและปริมาตรสารที่เหมาะสมส�ำหรับการวิเคราะห์  

ก่อนการทดสอบความถกูต้องของวิธไีด้ศกึษาปรมิาณความเข้มข้นของโปรตนีและปรมิาตรสารตวัอย่างต่างๆ 

ที่เหมาะสมส�ำหรับการวิเคราะห์ โดยวิเคราะห์ตัวอย่าง mAb A ที่มีความเข้มข้นของโปรตีนที่  0.01, 0.05, 0.10, 0.50, 

1.00, 1.50, 2.00 และ 2.50 mg/ml และหาปริมาตรสารตัวอย่างที่เหมาะสมในการฉีดเข้าเครื่อง CE โดยใช้ mAb A 

และตั้งค่าปริมาตรฉีดที่ 5, 10, 20, 40 และ 80 วินาที ตามล�ำดับ

การทดสอบความถูกต้องของวิธี (Method of Validation)

1.	 การทดสอบความจ�ำเพาะของวิธี  (Specificity)

1.1	 วิเคราะห์ blank, blank ที่เติม IS, โปรตีนอ้างอิงมาตรฐาน และโปรตีนอ้างอิงมาตรฐานที่เติม IS แล้ว

เปรียบเทียบผลที่ได้ เพื่อดูความสามารถในการแยกของสภาวะที่ก�ำหนด 

1.2 วิเคราะห์ตัวอย่าง mAb และ G-CSF ที่มีปริมาณโปรตีนประมาณ 1  mg/ml และสารมาตรฐานของ

ตัวอย่างนั้นๆ ที่เตรียมโดยใช้สภาวะ non-reducing และ reducing แล้วเปรียบเทียบผลที่ได้

2.	 การทดสอบความเที่ยง  (Precision)

2.1	การวิเคราะห์ซ�้ำในวันเดียวกัน (Repeatability)

	 System precision วิเคราะห์ตัวอย่าง mAb โดยทดสอบตัวอย่างละ 6 ซ�้ำ โดยทดสอบภายในวันและ

สภาวะเดียวกัน ค�ำนวณค่า MT และ corrected percentage area ที่ต�ำแหน่ง LC, NGHC และ HC และค�ำนวณ 

%RSD ของแต่ละค่าที่ได้ ซึ่งต้องมีค่าไม่มากกว่า 3

	  Method precision วิเคราะห์ตัวอย่าง mAb ที่เตรียมจ�ำนวน 6 หลอด ทดสอบหลอดละ 1 ครั้ง ในวัน

และสภาวะเดียวกัน ค�ำนวณค่า MT และ corrected percentage area ที่ต�ำแหน่ง LC, NGHC และHC และค�ำนวณ 

%RSD ของแต่ละค่าที่ได้ ซึ่งต้องมีค่าไม่มากกว่า 3

2.2	การวิเคราะห์ซ�้ำต่างวัน (Intermediate precision)

	 วิเคราะห์ตัวอย่าง mAb จ�ำนวน 6 ซ�้ำ โดยทดสอบต่างวันเป็นเวลา 3 วัน และเปลี่ยนนักวิเคราะห์จ�ำนวน 

2 คน ค�ำนวณค่า MT และ corrected percentage area ที่ต�ำแหน่ง LC, NGHC และ HC ทั้ง 3 วัน และค�ำนวณ 

%RSD ของแต่ละค่าที่ได้ ซึ่งต้องมีค่าไม่มากกว่า 3

3.	 การทดสอบความคงทนของวิธี (Robustness) 

3.1	ศึกษาผลกระทบของวิธีเมื่อเปลี่ยน SDS-MW analysis kit โดยวิเคราะห์ตัวอย่าง mAb จ�ำนวน 

6 ซ�้ำ โดยใช้ SDS MW analysis kit จ�ำนวน 2 รุ่น ค�ำนวณค่า MT และ corrected percentage area ที่ต�ำแหน่ง 

LC, NGHC และ HC แล้วเปรียบเทียบผลที่ได้จากการใช้ kit ทั้งสองชุด

3.2	ศึกษาผลกระทบของวิธีเมื่อเปลี่ยนท่อแคปิลลารี โดยวิเคราะห์ตัวอย่าง mAb จ�ำนวน 6 ซ�้ำ กับ 

แคปิลลารีจ�ำนวน 2 ท่อ  ค�ำนวณค่า MT และ corrected percentage area ที่ต�ำแหน่ง LC, NGHC และ HC แล้ว

เปรียบเทียบผลที่ได้จากการใช้แคปิลลารีทั้งสองท่อ

การทดสอบตัวอย่างยา mAb 

วิเคราะห์เอกลักษณ์และความบริสุทธิ์ของตัวอย่างยา mAb ชนิด B และ C ที่ส่งตรวจเพื่อประกอบ 

การขึ้นทะเบียน
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ผล

การหาความเข้มข้นของโปรตีนและปริมาตรสารที่เหมาะสมส�ำหรับการวิเคราะห์  

จากการเตรียมตัวอย่างให้มีปริมาณโปรตีน 0.01-2.50 mg/ml พบว่าสามารถตรวจพบทั้ง LC, HC และ 

NGHC ได้ชัดเจนตั้งแต่ความเข้มข้น 0.1 mg/ml ขึ้นไป (ภาพที่ 2) และเมื่อปริมาณโปรตีนเพิ่มขึ้นความสูงของพีค 

เพิ่มขึ้นตามล�ำดับ ส่วนปริมาตร mAb ที่ฉีดเข้าเครื่องจาก 5 ถึง 80 วินาที พบว่ามีความสูงของพีคเพิ่มขึ้นตามล�ำดับ 

เช่นกัน (ภาพที่ 3) แต่ปรากฏพีคของ NGHC ได้ตั้งแต่การฉีดสาร 20 วินาทีขึ้นไป 

ภาพที่ 2	 Electropherogram ของตวัอย่าง mAb ชนดิ A ในสภาวะ reducing ทีม่ปีรมิาณโปรตนี 0.01, 0.05, 0.10, 0.50, 
1.00, 1.50, 2.00 และ 2.50 mg/ml ตามล�ำดับ

ภาพที่ 3	Electropherogram ของตวัอย่าง mAb ชนดิ A ในสภาวะ reducing ทีก่�ำหนดปรมิาตรฉดีเป็น 5, 10, 20, 40 
และ 80 วินาที ตามล�ำดับ
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1.	 ความจ�ำเพาะของวิธี CE-SDS

	 จากการวเิคราะห์ blank พบว่าไม่มพีคีอืน่ปรากฏนอกจากพคีของสารละลาย buffer และ blank ทีเ่ตมิ 

IS พบพีคของ IS ปรากฏชัดเจน และตรงกับโปรตีนอ้างอิงมาตรฐานที่ 10 kDa ซึ่งเป็นน�้ำหนักโมเลกุลของ IS  

(ภาพที่ 4 ก ข และ ค) ส�ำหรับกรณีเติม IS ลงในโปรตีนอ้างอิงมาตรฐาน พบว่าความสูงของพีคที่ต�ำแหน่ง 10 kDa 

สูงกว่ากรณีไม่เติม IS (ภาพที่ 4ง) 

	 ในการวิเคราะห์ตัวอย่าง mAb ชนิด A ที่เตรียมในสภาวะ reducing ปรากฏพีคของ LC และ HC  

แยกออกจากกนัอย่างชดัเจน (ภาพที ่4ฉ) และในสภาวะ non-reducing ปรากฏพคีของ intact molecule ของ mAb  

ชนิด A (ภาพที่ 4จ) โดยไม่มีพีคอื่นปรากฏเป็นไปตามเกณฑ์ก�ำหนด และเมื่อเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน พบพีค 

ปรากฏที่ MT เดียวกัน 

ภาพที่ 4 Electropherogram ของ blank (ก) เปรียบเทียบกับ blank ที่เติม IS (ข) โปรตีนอ้างอิงมาตรฐานที่ 
ไม่เติม IS (ค) และเติม IS (ง) ตัวอย่าง mAb ชนิด A ในสภาวะ non-reducing (จ) และในสภาวะ reducing (ฉ) 

เมื่อวิเคราะห์ mAb ชนิด A  และ G-CSF ในสภาวะ reducing โดยเทียบกับสารมาตรฐาน พบว่ามี MT 

ตรงกับสารมาตรฐานเช่นเดียวกันทั้ง 2 ชนิด (ภาพที่ 5 และ 6) ตามล�ำดับ และในกรณีเติม IS ลงในตัวอย่าง จะพบพีค

ของ IS ที่ต�ำแหน่ง 10 kDa ทุกครั้ง และไม่รบกวนพีคของสารตัวอย่าง

ภาพที่ 5	 Electropherogram การศึกษาความจ�ำเพาะของวิธีจากตัวอย่าง mAb ชนิด A ในสภาวะ reducing 
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2.	 ความเที่ยง

	 ผลการวิเคราะห์ตัวอย่าง mAb ชนิด A จ�ำนวน 6 ซ�้ำ ในแต่ละหัวข้อการทดสอบ คือ ความเที่ยงในวัน

เดียวกันได้ electropherogram ที่ต�ำแหน่งตรงกันของทั้ง 6 ครั้ง (ภาพที่ 7 และ 8) และค�ำนวณปริมาณ LC, HC 

และ NGHC ของ mAb ชนดิ A รวมทัง้ผลของความเทีย่งระหว่างวนั เป็นเวลา 3 วนั และความแม่นย�ำจากการวเิคราะห์

โดยนักวิเคราะห์ 2 คน (ตารางที่ 2) โดยที่ค่า % RSD น้อยกว่า 3

ภาพที่ 6  Electropherogram การศึกษาความจ�ำเพาะของวิธีจากตัวอย่าง G-CSF ในสภาวะ reducing 

ภาพที่ 7	Electropherogram ในสภาวะ reducing ของ Repeatability (system precision) จาก mAb ชนิด A

ภาพที่ 8	Electropherogram ในสภาวะ reducing ของ Repeatability (method precision) จาก mAb ชนิด A
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3.	 ความคงทนของวิธีวิเคราะห์ 

เมื่อตรวจสอบความคงทนของวิธีโดยการเปลี่ยนแปลง analysis kit รุ่นใหม่ พบว่าผลการวิเคราะห์ตัวอย่าง

ของ analysis kit อยู่ในเกณฑ์ที่ดี (ตารางที่ 3) มีค่า %RSD ของทั้ง MT และ corrected percentage area 

น้อยกว่า 3

ผลของการตรวจสอบความคงทนของวิธีเมื่อเปล่ียนท่อแคปิลลารีใหม่เปรียบเทียบกับท่อเดิม พบว่าพีคของ 

HC และ LC มีค่า %RSD น้อยกว่า 4 ทั้ง MT และ corrected percentage area (ตารางที่ 3)

ตารางที่ 2  การทดสอบความเที่ยงด้วย mAb ชนิด A และการวิเคราะห์จากนักวิเคราะห์ 2 คน

repeatability (system precision) 	 Average	 14.35	 17.66	 18.11	 34.07	 0.44	 65.49
	 N = 6	 % RSD	 0.14	 0.12	 0.13	 0.05	 1.97	 0.03
repeatability (method precision) 	 Average	 14.29	 17.62	 18.13	 34.56	 0.44	 65.01
	 N = 6	 % RSD	 0.27	 0.27	 0.29	 0.05	 1.99	 0.03
intermediate precision, 	 Average	 14.61	 17.99	 18.49	 34.18	 0.44	 65.38
between-days 3 days   N = 18	 % RSD	 2.41	 2.45	 2.54	 0.36	 2.96	 0.20
intermediate precision, 2 analysts	 Average	 14.46	 17.80	 18.28	 34.19	 0.44	 65.37
		  % RSD	 0.86	 0.87	 1.01	 0.39	 2.27	 0.21

			            corrected	
	 parameters	                   migration time (min)
			               percentage area (%)

			   LC	 NGHC	 HC	 LC	 NGHC	 HC

ตารางที่ 3  การทดสอบความคงทนของ analysis kit และแคปิลลารี จากการวิเคราะห์ mAb ชนิด A

robustness ต่าง analysis kit 	 Average	 14.72	 18.13	 18.62	 34.11	 0.44	 65.45
	 %RSD		  2.65	 2.71	 2.87	 0.18	 1.83	 0.10
robustness ต่าง capillaries	 Average	 14.76	 18.19	 18.68	 34.32	 0.44	 65.24
	 %RSD		  2.92	 3.05	 3.22	 0.79	 2.82	 0.41

			              corrected	
	 parameters	                      migration time (min)
			               percentage area (%)

		  LC	 NGHC	 HC	 LC	 NGHC	 HC

เมื่อวิเคราะห์ตัวอย่างจริงทั้ง mAb ชนิด B และ C ตามสภาวะของวิธี CE-SDS ที่ได้ตรวจสอบแล้วนี้  

ทัง้ 2 ชนดิ ให้ electropherogram ตรงกบัต�ำแหน่งของสารมาตรฐาน (ภาพที ่9 และ 10)  และสามารถค�ำนวณปรมิาณ 

LC และ HC (ตารางที่ 4) 
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ภาพที่ 9  Electropherogram ของตัวอย่าง mAb ชนิด B เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน ในสภาวะ non-reducing  
และ reducing 

ภาพที่ 10 Electropherogram ของตัวอย่าง mAb ชนิด C เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานในสภาวะ non-reducing  
และ reducing 

ตารางที่ 4  ผลการตรวจสอบในตัวอย่าง mAb ชนิด B และ C

	 migration time (min)	 corrected percentage area (%)
	 ตัวอย่าง	 non-reducing	 reducing	 non-reducing	       reducing
		  condition	 condition	 condition	       condition

	 IgG	 LC	 HC 	 IgG	 LC	 HC	 LC+HC

mAb ชนิด B	 27.10	 15.16	 19.09	 97.45	 31.47	 67.46	 98.93
SD	 0.03	 0.04	 0.05	 0.29	 0.05	 0.04	 0.01
% RSD	 0.10	 0.23	 0.26	 0.30	 0.16	 0.06	 0.01
mAb ชนิด C	 27.61	 14.91	 18.81	 91.69	 33.44	 66.21	 99.64
SD	 0.02	 0.00	 0.01	 0.13	 0.36	 0.36	 0.00
% RSD	 0.08	 0.00	 0.04	 0.15	 1.08	 0.54	 0.00
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วิจารณ์ 

การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ CE-SDS นี้ ได้ทดลองใช้สภาวะของวิธีตามที่บริษัทผู้ผลิต 

เครื่องมือได้ตรวจสอบความถูกต้องแล้ว(16) (ตารางที่ 1) รวมทั้งความยาวของแคปิลลารี คือ 30.2 cm และอุณหภูมิ

ส�ำหรับการเชื่อม SDS กับโมเลกุลโปรตีนที่ 70˚C นาน 3 นาที(17) ผลที่ได้ให้ค่าต่างๆ ทางสถิติเหมาะสม จึงได้ก�ำหนด

เป็นสภาวะจริงเพื่อใช้ในการศึกษาครั้งนี้ และใช้ IS ซึ่งเป็นโปรตีนมาตรฐานขนาด 10 kDa เป็นตัวบ่งชี้การเคลื่อนที่ 

(mobility marker) เพื่อความถูกต้องของการอ่านค่าน�้ำหนักโมเลกุลของตัวอย่าง

จากทดลองหาปริมาณโปรตีนที่เหมาะสมเพื่อเตรียมตัวอย่างในการวิเคราะห์ พบว่าพีคของ NGHC ซ่ึงมี

ปริมาณน้อยจะปรากฏให้เห็นเมื่อใช้ความเข้มข้นของโปรตีนตัวอย่างตั้งแต่ 0.1 mg/ml (ภาพที่ 2) ดังนั้นจึงเป็นค่า

ความเข้มข้นต�่ำที่สุดที่เหมาะสมในการเตรียมตัวอย่างและเมื่อพิจารณาค่า log ของความเข้มข้นของโปรตีนที่ศึกษา 

พบว่าค่าความเข้มข้นโปรตีนระหว่าง 0.1-2.0 mg/ml มีกราฟเป็นเส้นตรง (ภาพที่ 2 ในกรอบ) แสดงให้เห็นว่าความ

เข้มข้นในช่วงค่าน้ีเหมาะสมส�ำหรบัการเตรยีมตวัอย่างเพือ่การวเิคราะห์(19) และจากการทดลองหาปรมิาตรสารทีเ่หมาะสม

ส�ำหรับการวิเคราะห์โดยทดลองฉีดตัวอย่าง mAb เข้าเครื่อง CE-SDS เป็นช่วงเวลา 5-80 วินาทีนั้น พบว่าความสูง

ของพีคเพิ่มขึ้นตามล�ำดับ (ภาพที่ 3) ปริมาตรที่น้อยที่สุดและปรากฏพีคของ NGHC ที่สามารถมองเห็นคือ ที่การฉีด 

20 วินาที ดังนั้นจึงก�ำหนดความเข้มข้นโปรตีนที่ 0.2 mg/ml และปริมาตรการฉีดสาร 20 วินาที ในการตรวจสอบความ

ถูกต้องของวิธี CE-SDS นี้

ผลการทดสอบสภาวะของวธิทีีก่�ำหนดน้ีให้ผลทัง้ความจ�ำเพาะ ความเทีย่ง และความคงทนของวิธอีย่างเหมาะสม 

สามารถแยกโปรตีนมาตรฐานที่มีขนาดโมเลกุลในช่วง 10-225 kDa ได้ดี เมื่อวิเคราะห์ตัวอย่าง mAb (ภาพที่ 4 จ-ฉ) 

ในสภาวะ non-reducing เพื่อดูโมเลกุลชนิด monomer ของแอนติบอดีและในสภาวะ reducing ซึ่งมีการตัด 

ไดซัลไฟด์บอนด์ในโมเลกุลแอนติบอดีเพื่อแยก LC และ HC พบว่ามีการแยกของโมเลกุลทั้ง 2 ชนิดในต�ำแหน่งท่ี

ชดัเจนรวมทัง้สามารถแยก NGHC ได้ (ภาพท่ี 5) เมือ่วเิคราะห์โดยใช้ G-CSF ซึง่เป็นโปรตนีสายเดีย่วน�ำ้หนกัโมเลกลุ

ประมาณ 18.8 kDa และไม่มีน�้ำตาลเป็นส่วนประกอบ ในสภาวะ reducing พบว่าแสดงผลเป็นโมเลกุลโปรตีน 

สายเดี่ยวที่สมบูรณ์ (ภาพที่ 6) ผลการทดสอบความเที่ยงในวันเดียวกันและระหว่างวัน (ภาพที่ 7-8) และผลจาก 

นักวิเคราะห์ 2 คนได้ % RSD ของ MT และ corrected percentage area น้อยกว่า 3% ตามที่ก�ำหนด(20) 

ปัจจัยอื่นที่อาจมีผลกระทบต่อวิธี คือ analytical kit เนื่องจากการวิเคราะห์แต่ละครั้งต้องเติมเจล (0.2% 

SDS gel buffer) ดังนั้นคุณภาพของเจลแต่ละรุ่นแม้จะแตกต่างกันเล็กน้อย แต่อาจมีผลกระทบต่อความถูกต้องของ

ผลวิเคราะห์ นอกจากน้ีคุณภาพของแคปิลลารีก็มีความส�ำคัญต่อการแยกสารในการเกิดประจุที่สม�่ำเสมอบนผนัง 

ด้านในของท่อ เม่ือทดลองเปลีย่นเจลและท่อแคปิลลารพีบว่าสภาวะของวธิ ี CE-SDS นี ้ มคีวามคงทน (ตารางที ่ 3)  

ได้ค่า % RSD ของ MT และ corrected percentage area น้อยกว่า 3 โดยพบค่า MT ของ HC และ NGHC 

เมื่อเปลี่ยนแคปิลลารีจะให้ค่า  % RSD มากกว่า 3 เพียงเล็กน้อย

เมื่อทดลองใช้สภาวะที่ศึกษานี้มาทดสอบตัวอย่างยา mAb ชนิด B และ C ซึ่งเป็น IgG1 มีน�้ำหนักโมเลกุล

อยู่ในช่วง 140-155 kDa และมีน�้ำตาลบนโมเลกุล HC (ภาพที่ 9-10) ผลการตรวจเอกลักษณ์โดยใช้สภาวะ  

non-reducing ได้ MT ตรงกบัต�ำแหน่งของสารมาตรฐาน และไม่พบ aggregates ใดๆ เมือ่ท�ำการวเิคราะห์ในสภาวะ  

reducing สามารถแยก HC ในรูป glycosylated HC ออกจาก NGHC ได้ ซึ่งมี MT ของ HC และ LC ตรงกับ

ต�ำแหน่งของสารมาตรฐาน จากการค�ำนวณปริมาณโมเลกุล monomer ของแอนติบอดี และผลรวมปริมาณ LC และ 

HC ของตัวอย่างทั้ง 2 พบว่ามีค่ามากกว่า 92% และ 95% ตามล�ำดับ (ตารางที่ 4) ซึ่งเป็นไปตามข้อก�ำหนดของยา 

ทั้ง 2 ชนิด (specification) ที่ผู้ผลิตก�ำหนดไว้ในการขอขึ้นทะเบียนยา วิธี CE-SDS ที่ก�ำหนดขึ้นนี้เป็นวิธีที่ใช้กับ

เครื่องอัตโนมัติ จึงมีความรวดเร็วสามารถวิเคราะห์โมเลกุลแอนติบอดีและตรวจสอบสารปนเปื้อนได้ภายในเวลา 

30 นาที สามารถท�ำซ�้ำได้มาก มีความผิดพลาดน้อย ตลอดจนประหยัดเวลาและแรงงานในการวิเคราะห์ นอกจาก 
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สามารถน�ำมาใช้ในการวิเคราะห์ความบรสุิทธิแ์ละตรวจหา NGHC แล้ว ยงัสามารถน�ำมาใช้ในการตรวจสอบยาคล้ายคลงึ 

(biosimilar) เพื่อเปรียบเทียบความเหมือนกับยาต้นแบบได้อีกด้วย(21) 

สรุป 

วิธี CE-SDS ที่พัฒนาขึ้นนี้มีความจ�ำเพาะ ความเที่ยง และความคงทนของวิธีที่เหมาะสม มีประสิทธิภาพ 

การแยกสงู เหมาะส�ำหรบัน�ำมาใช้เป็นวิธมีาตรฐานในการควบคมุคณุภาพด้านเอกลกัษณ์และความบรสิทุธิข์องยา mAb 

ที่ใช้ในประเทศ
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Method validation of Capillary  

Electrophoresis–Sodium Dodecyl 

Sulfate for Identity and Purity 

analysis of Monoclonal Antibodies

Titaporn  Pootipinyowat  Wichuda  Jariyapan  and  Saiwarul  Jadoonkittinan

Institute of Biological Products, Department of Medical Science, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, 

Thailand.

ABSTRACT  Capillary electrophoresis–sodium dodecyl sulfate (CE-SDS) is a qualitative  technique for 
protein analysis and is widely use for separation of protein by molecular size. This technique is increasingly 
applied to analysis of biotherapeutic products derived from biotechnology including monoclonal antibodies 
(mAbs). This study, validation of CE-SDS technique for identity and purity analysis of biotherapeutic 
products was performed by using Beckman PA 800, capillary bare-fused silica, SDS-MW Gel buffer with 
photodiode array (PDA) detector at wavelength 220 nm. The results showed that it has high resolution 
for detection of product – related impurity such as non-glycosylated heavy chain: NGHC. The obtained 
data has specificity and precision related to standard criteria as shown that the %RSD of migration time 
(MT) and corrected percentage area of light chain: LC, heavy chain: HC and NGHC were less than 3.  
The robustness was also determined by using new lot of SDS gel buffer and capillary in analysis. It’s 
found that only %RSD of MT of HC and NGHC were slightly exceed 3 when using new capillary.  This 
method was used to analyze 2 mAb samples, the results were correlated with results of standard  
material supported that CE-SDS is suitable technique for using as standard method for identity and 
purity analysis for quality control of marketed mAbs in Thailand.

Keywords: CE-SDS, monoclonal antibody, biotherapeutic products
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INTRODUCTION

A medical laboratory or clinical laboratory or laboratory medicine is laboratory that 

provides accurate information about the health of an individual to diagnose, monitor and treat 

diseases, monitor patients’ health and prevention of diseases.

Medical laboratory is generally divided into two sections: anatomic pathology and clinical 

pathology. Clinical chemistry is a section in clinical pathology that is generally concerned with 

analysis of components of blood urine and body fluids.

Clinical chemistry originated with the use of simple chemical tests. Subsequent to this, 

other techniques were applied. Most current laboratories are now highly automated to accommodate 

the high workload. Tests performed are closely monitored with quality controlled. 

Quality control in clinical chemistry is the process that minimizes the variability of test 

performed, divided into two categories: Internal Quality Control (IQC) and External Quality  

Control (EQC). Other terms for external quality control are inter-laboratory comparisons,  

proficiency testing (PT) and external quality assessments schemes (EQAS).

A Thailand quality assessment in clinical chemistry program called National External 

Quality Assessment Scheme (NEQAS in Clinical Chemistry) was organized by the Bureau of 

Laboratory Quality Standards (BLQS), Department of Medical Sciences, Ministry of Public Health 

in 1989. The main objectives of the NEQAS are to compare test results among the participating 

laboratories throughout the country by using the same test items including comparisons between 

the test results and the "target values" or the "assigned values" in the same kind of the 

test items as well as to encourage the quality system establishment and implementation by  

laboratory personnel to take action to complete Internal Quality Control (IQC) processes. The 

NEQAS in Clinical Chemistry provided by BLQS was accredited the competence to comply with 

ISO/IEC Guide 43-1:1997(E) and ILAC G13:2000 - Guidelines for the Requirements for the 

Competence of Providers of Proficiency Testing Schemes on  December  11, 2006 and  continuously 

accredited the competence to comply with the requirements of ISO/IEC 17043:2010; Conformity 

assessment – General requirements for proficiency Testing from National Association of Testing 

Authorities, Australia (NATA) on June 08, 2012.

MATERIALS AND METHODS

The Bureau of Laboratory Quality Standards (BLQS) invited the government and private 

laboratories throughout the country to participate in the NEQAS in Clinical Chemistry. 

The participating laboratories will apply to the NEQAS in Clinical Chemistry so as to receive 

the test items, 2 bottles of lyophilized samples, same or different levels of the test substances, 

3 times per year. The test items are lyophilized serum in a 5.0 mL bottle, with the shelf life of  

at least 1 year, to be kept at 4 ํC to 8 ํC.
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The total of 15 test substances in the NEQAS in Clinical Chemistry are glucose, blood 

urea nitrogen (BUN), creatinine, uric acid, total cholesterol, triglyceride, total protein, albumin, 

total bilirubin, alanine   transminase, aspatate   transminase, alkaline phosphatase, sodium,  

potassium  and chloride. These test items are carried out by BLQS to examine the homogeneity 

and stability test to ensure that they will not undergo any significant change throughout the conduct 

of the distribution.(1, 2) The participating laboratories immediately performed all substance tests 

within  one  week after receiving the test items,  reconstituted the test items exactly with 5.0 mL 

of distilled water and placed at room temperature for at least 30 minutes, gently mixed for 

homogeneity. Thorough mixing was made again before testing, and then completed testing of all 

test substances listed within the same day of reconstitution. All tests must be performed in the 

routine procedures, representing the real treatment for the patient's specimens, and reporting only 

single results with decimal numbers of test substances. The participants converted the results to 

the specified units if other test units were used. Specified test procedures and equipment in the 

report form for test results in Clinical Chemistry scheme must be sending to the NEQAS within the 

closing date. If the report form is delayed for the closing date, the test results will not be evaluated. 

The coordinator of the NEQAS in Clinical Chemistry will assess the results of participants 

to examine the performance of laboratories by using the evaluation process with correspondence 

with the system recommended by the World Health Organization (WHO)(3) and International  

Federation for Clinical Chemistry (IFCC).(4)  The participants who continuously return the complete 

report for NEQAS in Clinical Chemistry to the Bureau of Laboratory Quality Standards within 

the timescale of the closing date will be given certificates. The statistical parameter composed of 

designated value (DV), Variance Index Score (VIS), Mean Variance Index Score (MVIS), Overall 

Mean Running Variance Index Score (OMRVIS) with the steps of calculation or formulas are as 

follows:

Designated Value (DV)

Designated Value (DV) is the mean result of the participating laboratories for that method 

after excluding outliers more than 3 standard deviations from the mean. The calculated steps are

1. 	 Calculating the mean (consensus mean,  X1), standard deviation (SD1) and coefficient 

of variation (CV1) from test results;

2.	 Omitting the test results outside ± 3 SD1 (the outliers);

3. 	 Recalculating the mean (X2), standard deviation (SD2) and coefficient of variation 

(CV2);

4.  (X2) is used as the designated value (DV) for calculation of variance index scores.

Variance Index Score (VIS)

Variance Index Score (VIS) is positive (no negative value) and shows comparisons of 

results in each test, and has the value ranging from 0-400. The formula of VIS value is 
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                                                                                          …………………..... Formula I

X stands for test results from participants.

Chosen Coefficient of Variation (CCV)(5) is shown in Table 1.

X - DV    10,000
VIS  =       	   	 ×
	 DV	 CCV	

Mean Variance Index Score (MVIS)

Mean Variance Index Score (MVIS) has the value ranging from 0 to 400.  MVIS value  

is positive (no negative value) and shows overall comparisons of test results from each test item 

or each trial. The calculated formula of Variance Index Score (VIS) is

				    X - DV     10,000
			   VIS  =       	   ×
				     DV	       CCV

…………...………Formula II

Overall Mean Running Variance Index Score (OMRVIS)

Overall Mean Running Variance Index Score (OMRVIS) has the value ranging from 0-400 

OMRVIS value is the mean of latest 30 VIS values in continuous backward sequence,  positive 

(no negative value) and shows overall continuous comparisons of quality of each test item or each 

trial, is calculated from the formula:

				       ∑ VIS30			   OMVIS  =       	         
				        30	       

 …………………Formula III

Table 1  Chosen coefficients of variation used for calculation of VIS of individual tests

Test substances	 CCV	       Test substances	 CCV

Glucose	 7.7	 Blood Urea Nitrogen (BUN)	 5.7
Creatinine	 8.9	 Uric acid	 7.7
Total protein	 3.9	 Albumin	 7.5
Total bilirubin	 19.2	 Aspartate transaminase (AST)	 10.0*
Alanine transaminase (ALT)	 10.0*	 Alkaline phosphatase (ALP)	 10.0*
Total cholesterol	 7.6	 Triglyceride	 10.0*
Sodium	 1.6	 Potassium	 2.9
Chloride	 10.0*	
	

*Obtained value from the determinations during the first two years of the scheme
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Acceptable scores for the quality standard performance

The acceptable scores for the quality standard performance for VIS, MVIS of each 

test and OMRVIS (overall performance) of the participants are equal to or less than 150.

RESULTS

At present to date, the NEQAS in Clinical Chemistry has continuously performed 148 

trials for proficiency test of 15 general chemistry tests, 2 trials per cycle and 3 cycles per year.

The NEQAS in Clinical Chemistry has provided applications to the clinical chemistry 

laboratories in the country. The number of participants was 841 laboratories in 2008 and 960 

laboratories in 2013. They were divided by general hospitals and community health hospitals, 

private hospitals including polyclinics, and others from university hospitals, military hospitals, 

state enterprise service hospitals, and bangkok metropolitan hospitals as shown the percent 

distribution of participants (Table 2).

Table 2  The percent of participant laboratories distribution throughout the country, applied  

to the NEQAS in Clinical Chemistry from year 2008 to 2013





	 Year
Participating Laboratories	 	  2008	 2009	 2010	 2011	 2012	 2013	 Total

general hospitals and community	 73.01	 71.93	 72.04	 73.32	 71.88	 70.00	 72.03

health hospitals

private hospitals and polyclinics	 21.28	 22.97	 22.04	 20.42	 22.58	 23.54	 22.14

university hospitals	 2.50	 1.74	 1.90	 2.20	 1.95	 2.08	 2.06

military hospitals	 2.38	 2.55	 3.20	 3.25	 2.82	 3.54	 2.96

state enterprise service hospitals,  	 0.83	 0.81	 0.83	 0.81	 0.76	 0.83	 0.81

and bangkok metropolitan hospitals

              Total	 100.00	 100.00	 100.00	 100.00	 100.00	 100.00	 100.00

The average MVIS of participating laboratories decreased from the value of 105 to 80 

as (Figure 1). About 16% of participants indicated the very good quality results.  It was found 

that the MVIS 0-50 and 50% of participants indicated the good quality MVIS 51-100 while 24% 

of participants were at medium quality results. It was found that the MVIS 101-150 and 10% of 

participants were unacceptable quality results, MVIS more than 151 (Table 3).
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0-50	 8.3	 8.8	 11.2	 24.4	 22.1	 21.6	 16.1

51-100	 44.7	 48.5	 52.6	 46.3	 54.7	 55.2	 50.3

101-150	 31.7	 29.4	 25.6	 19.2	 17.8	 18.1	 23.6

151-200	 10.3	 9.4	 7.7	 8.5	 4.2	 3.8	 7.3

201-250	 3.0	 2.8	 2.2	 0.7	 0.8	 0.8	 1.7

251-300	 1.0	 0.9	 0.4	 0.2	 0.2	 0.4	 0.5

301-350	 1.0	 0.1	 0.2	 0.1	 0.2	 0.1	 0.3

351-400	 0.0	 0.1	 0.1	 0.5	 0.0	 0.1	 0.2

Table 3  Percent (average) of the laboratories according to MVIS level of Thailand NEQAS  
in Clinical Chemistry: 2008-2013

 				   Percent (average) of the laboratories
MVIS level              Years   	 	  2008	 2009	 2010	 2011	 2012	 2013	 average

The evaluation system used in this scheme is the system recommended by the World 

Health Organization and International Federation for Clinical Chemistry. The first step is  

the omitting of the outliers (mean ± 3 SD) then to calculate the Designated Value (DV).  

The percent outliers (average) of 15 test substances which were omitted from the participants 

range from 1.5% to 3.9% (Table 4).

Figure 2 shows the percent CV of 15 analyses from participants Thailand NEQAS in 

Clinical Chemistry from the year 2008 to 2013. It is clearly shown that the % CV during the last 

three years (2011 to 2013) from the results of the scheme was consistently continuous, except the 

results of aspatate  transminase   slightly upward trend in the last year (2013).

Figure 1  MVIS of 15 general chemistry tests from participants Thailand NEQAS in Clinical Chemistry:  
2008-2013



Supawan  PiyaratanavarasakulPercent CCV from National  EQA of Clinical chemistry Lab and Chomchailai  Sinthusarn

164
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 56 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2557

Figure 2  Percent   CV of 15 general chemistry tests from participants Thailand NEQAS in 

Clinical Chemistry:  2008-2013
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Table 4   Percent outliers (average) of 15 test substances reported by participants of Thailand 
NEQAS in Clinical Chemistry: 2008-2013

	Test substances	 Number of result  and % Outliers	 2008	 2009	 2010	 2011	 2012	 2013

	 Glucose	 Number of result  	 725	 737	 752	 787	 817	 839

		  %Outliers	 2.7	 2.7	 3.0	 2.7	 2.6	 2.4

	 BUN	 Number of result  	 774	 777	 784	 813	 840	 856

		  %Outliers	 3.2	 2.7	 3.3	 2.7	 2.8	 2.5

	 Creatinine	 Number of result  	 772	 781	 784	 814	 840	 855

		  %Outliers	 2.3	 2.2	 2.0	 2.4	 2.3	 2.0

	 Uric Acid	 Number of result  	 765	 772	 775	 807	 834	 850

		  %Outliers	 3.3	 2.9	 2.7	 3.6	 3.2	 3.6

	 Total Protein	 Number of result  	 720	 723	 730	 762	 793	 811

		  %Outliers	 2.8	 2.4	 2.7	 3.0	 2.3	 3.5

	 Albumin	 Number of result  	 722	 729	 736	 769	 796	 814

		  %Outliers	 2.6	 2.2	 2.6	 3.3	 3.4	 3.4

Total Bilirubin	 Number of result  	 722	 728	 736	 765	 791	 808

		  %Outliers	 3.3	 3.6	 2.4	 3.4	 2.5	 2.9

Aspartate 	 Number of result  	 763	 771	 779	 808	 838	 850

transaminase	 %Outliers	 3.4	 2.9	 3.2	 2.9	 1.9	 1.7

Alanine		 Number of result  	 763	 772	 779	 808	 836	 850

transaminase	 %Outliers	 3.3	 2.6	 2.9	 3.0	 2.6	 2.9

Alkaline		 Number of result  	 747	 759	 767	 800	 828	 841

phosphatase	 %Outliers	 1.9	 2.2	 1.8	 1.9	 2.7	 2.9

Cholesterol	 Number of result  	 756	 753	 771	 811	 838	 852

		  %Outliers	 3.0	 2.8	 2.9	 2.9	 2.5	 2.6

Triglyceride	 Number of result  	 757	 772	 773	 809	 836	 848

		  %Outliers	 2.6	 3.0	 2.4	 3.2	 2.5	 2.7

Sodium		  Number of result  	 594	 624	 664	 717	 746	 762

		  %Outliers	 2.8	 2.9	 2.5	 2.5	 2.3	 1.8

Potassium	 Number of result  	 625	 644	 672	 723	 754	 767

		  %Outliers	 3.9	 3.0	 2.7	 2.1	 1.6	 1.5

Chloride		 Number of result  	 597	 624	 664	 714	 745	 761

		  %Outliers	 1.5	 2.0	 2.3	 2.5	 2.1	 1.9
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Total Bilirubin	 15.2	 19.2	 -4.0**	 .000	 -4.73	 -3.31

Glucose		  5.6	 7.7	 -2.1**	 .000	 -2.46	 -1.84

Cholesterol	 5.7	 7.6	 -1.9**	 .000	 -2.18	 -1.72

Triglyceride	 9.0	 10.0*	 -1.0**	 .000	 -1.28	 -0.66

Albumin		  6.5	 7.5	 -1.0**	 .000	 -1.33	 -.59

Uric Acid		  6.7	 7.7	 -1.0**	 .000	 -1.31	 -5.7

ALP		  19.8	 19.6	 0.2	 .555	 -.48	 .84

Potassium(K)	 3.5	 2.9	 0.6**	 .000	 .47	 .80

Creatinine	 9.6	 8.9	 0.7**	 .001	 .40	 1.02

ALT		  10.8	 10.0*	 0.8**	 .000	 .53	 1.00

Sodium (Na)	 2.4	 1.6	 0.8**	 .000	 .78	 .87

BUN		  6.9	 5.7	 1.2**	 .000	 .92	 1.46

Chloride(Cl)	 3.6	 2.2	 1.4**	 .000	 1.10	 1.62

AST		  11.6	 10.0*	 1.9**	 .000	 1.40	 1.77

Total Protein	 6.2	 3.9	 2.3**	 .000	 1.934	 2.727

*	 Obtained value from the determinations during the first two years of the scheme

**	Significant difference (95% Confidence Interval)

		  % CV 	 % CCV			   95% Confidence Interval 
	 Test substances			   Difference	 P value	 of the Difference
		  NEQAS	 WHO			   Lower	 Upper

The NEQAS in Clinical Chemistry reported the new %CCV from the determinations during 

the last three years of the scheme, 2011-2013 except the results of aspatate  transminase  (AST) 

from 2011-2012 as shown in Table 5. The difference of the %CV (average) calculated from 15 test 

substances of the participants from the %CCV recommended by WHO  range from -4.0 (the %CV 

of total bilirubin is less than the %CCV: 19.2-15.2) to 2.3 (the %CV of total protein is more than 

the %CCV: 6.2-3.9). The percent CV from NEQAS of Clinical Chemistry Laboratory in Thailand 

are significant difference (95% Confidence Interval) from the %CCV recommended by WHO, 

accept alkaline phophatase (ALP).

Table 5  New %CCV from the determination during the last three years of the scheme, 2011-2013  

except Aspartate transaminase from 2011-2012
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DISCUSSION 

The NEQAS in Clinical Chemistry is the large external quality control scheme, where 

the submitted results grouped by the principle of analysis were at least 100 participants. 

The percent of overall trimming ranging from 1.5% to 3.9% shown in Table 4 were less than 

10% which can be used routinely (6). The performance of different laboratories is assessed by  

the statistical parameters that calculated using these trimmed results; it is clear that such an 

index will not be distorted by any outlying value.

The variance index score (VIS) shows comparisons of results in each test and has 

the value ranging from 0-400, calculated using formular I through the chosen coefficient of  

variation (CCV) shown in Table 1, accepted the CCV of aspatate   transminase, alanine 

transminase, alkaline phosphatase, triglyceride and chloride which were obtained during the first 

two years of the NEQAS.

The improvement in the performance of laboratories can be detected by the average MVIS 

of participating laboratories deceased from the value of 105 to 80 as shown in Figure 1. About 16% 

of participants had very good quality MVIS of 0-50 and 50% at good quality MVIS of 51-100 as 

shown in Table 3.

The NEQAS in Clinical Chemistry reported the new %CCV from the determinations 

during the last three years of the scheme, 2011-2013 except aspatate   transminase that from 

2011-2012 as shown in Table 5.

The difference of the %CV (average) of 15 test substances of the participants from the 

%CCV recommended by WHO, range from -4.0 (the %CV of total bilirubin is less than the %CCV: 

19.2-15.2) to 2.3 (the %CV of total protein is more than the %CCV: 6.2-3.9).

CONCLUSION

The NEQAS in Clinical Chemistry reported the new percent coefficient of variation 

of sodium = 2.4, potassium = 3.5, chloride = 3.6, glucose = 5.6, cholesterol = 5.7, total protein 

= 6.2, albumin = 6.5, uric acid = 6.7, BUN = 6.9, triglyceride = 9.0, creatinine = 9.6, alanine 

transminase  = 10.8, aspatate  transminase = 11.6, total bilirubin = 15.2  and alkaline phosphatase  

= 19.8.  The %CV of 15 tests obtained during the last three years were constantly kept, showing  the 

performance improvement of participating laboratories of Thailand NEQAS in clinical chemistry.

The NEQAS in Clinical Chemistry, Bureau of Laboratory Quality Standards, Department 

of Medical Sciences, Ministry of Public Health managed the proficiency test from ISO/IEC Guide 

43-1:1997 and was accredited for the facility complied with ILAC G13:2000 - Guidelines for 

the Requirements for the Competence of Providers of Proficiency Testing Schemes on December 11, 

2006 and accredited the facility complied with the requirements of ISO/IEC 17043:2010 Conformity 

assessment - General requirements for proficiency testing from National Association of Testing 

Authorities, Australia (NATA) on June 08, 2012.
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The main objectives are not only to compare test results among the participating  

laboratories throughout the country but also to encourage the quality system establishment and 

implementation by laboratory personnel to take action to complete of Internal Quality Control 

(IQC) processes, as well as to boost up laboratory services to improve and maintain sustainable 

quality monitoring leading to the international standards. 
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The percent CCV from National External 
Quality Assessment of Clinical 

Chemistry laboratory in Thailand, 
2008-2013 Experience

Supawan P iyaratanavarasakul  and  Chomchilai  Sinthusarn
Bureau of Laboratory Quality Standards, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 

11000, Thailand.

ABSTRACT  A Thailand National External Quality Assessment scheme (NEQAS) in Clinical Chemistry 
 was organized by the Bureau of Laboratory Quality Standards, Department of Medical Sciences, Ministry 
of Public Health. The objectives were to improve and maintain the sustainable quality monitoring  
leading to the international standards. The test items: 2 lyophilized samples were distributed to the participants 
throughout the country, 3 cycles per year. The returned reports from participants were grouped by 
the principle of analysis and evaluated by the system as recommended by the World Health Organization. 
In 2013, the NEQAS continuously performed 148 trials for 15 general chemistry tests from 960 laboratories 
throughout the country.   From the year 2008 to 2013, the outlier results that were omitted range from 
1.5% to 3.9% of participant results. The average MVIS of participating  laboratories decreased from 105 
to 80. The %CV of the participants and the %CCV recommended by WHO, differed from -4.0 to 2.3. The 
NEQAS reported the % CV of sodium = 2.4, potassium = 3.5, chloride = 3.6, glucose = 5.6, cholesterol 
= 5.7, total protein = 6.2, albumin = 6.5, uric acid = 6.7, blood urea nitrogen = 6.9, triglyceride = 9.0, 
creatinine = 9.6, alanine  transminase = 10.8, aspatate  transminase  = 11.6, total bilirubin = 15.2 and 
alkaline phosphatase = 19.8.   Furthermore, the %CV of 15 tests obtained during the last three years 
were found consistent thus indicating the improvement of participating laboratories and maintenance  
of the sustainable quality in clinical chemistry.

Keywords: NEQAS, National External Quality Assessment scheme, laboratory, %CCV, 
percent chosen coefficient of variation, clinical chemistry



วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

	 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ จดัท�ำโดยกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสขุ เพือ่เผยแพร่ผลงานวจิยัและ 

แลกเปลี่ยนความรู้ด้านวิทยาศาสตร์การแพทย์ทุกสาขา

เจ้าของ	 	 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข	
ที่ปรึกษาด้านบริหาร	 นพ.อภิชัย  มงคล	 ภญ.จุรีภรณ์  บุณยวงศ์วิโรจน์
	 	 พญ.วารุณี  จินารัตน์	 นพ.วันชัย  สัตยาวุฒิพงศ์

ที่ปรึกษาด้านวิชาการ	 ภญ.อมรา  วงศ์พุทธพิทักษ์	 พญ.มยุรา  กุสุมภ์
	 	 ภญ.ดร.จงดี  ว่องพินัยรัตน์	 นางพิมพ์ใจ  นัยโกวิท
	 	 ภญ.สุภัทรา  อิ่มเอิบ	 ภญ.ดร.สุมล  ปวิตรานนท์	
	 	 ดร.ปนัดดา  ซิลวา

บรรณาธิการ	 สพญ.ดร.เยาวภา  พงษ์สุวรรณ

คณะบรรณาธิการ	 ศ.ดร.นพ.สมชัย  บวรกิตติ  	 ศ.ดร.นพ.ประเสริฐ  เอื้อวรากุล    
	 	 ศ.ดร. อรษา  สุตเธียรกุล 	 ศ.ดร.พิไลพันธ์  พุธวัฒนะ           
	 	 ดร.อารี  ทัตติยพงศ์       	 นางสาวจุไร  โชติธนาทวีวงศ์       
	 	 นายศิริ  ศรีมโนรถ	 ดร.อุษาวดี  ถาวระ                    
	 	 นางกนกพร  อธิสุข	 นางวิชชุดา  จริยะพันธ์             
	 	 นายสุธน  วงษ์ชีรี   	 นางสาวมาลินี  จิตตกานต์พิชย์  
	 	 ดร.สุวรรณา  เธียรอังกูร	 นางสิริภากร  แสงกิจพร            
	 	 ดร.วิมล  เพชรกาญจนาพงศ์   	 ดร.ประไพ  วงศ์สินคงมั่น  
	 	 ภญ.ดร.เจริญดี  ปิงสุทธิวงศ์	 ภญ.ดร.วลัยลักษณ์  เมธาภัทร 
	 	 ดร.อารีรัตน์  สง่าแสง           

เลขานุการ	 นางไพรวรรณ์  บุญวงษ์

ฝ่ายธุรการ	 นางสาวน�้ำฝน  น้อยประเสริฐ
	 	 นางสาวประสาน  จุลวงษ์

ก�ำหนดออก 	 ราย 3 เดือน
อัตราสมาชิก 	 ในประเทศปีละ 200.- บาท
	 	 ต่างประเทศปีละ 50.00 เหรียญสหรัฐอเมริกา
ส�ำนักงานวารสาร 	 กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
	 	 88/7 ซอยติวานนท์ 14  ถนนติวานนท์ นนทบุรี 11000
	 	 โทร. 0-2951-0000  โทรสาร 0-2951-1297
พิมพ์ที่ 	 	 หจก. อรุณการพิมพ์ 
	 	 457/6-7 ถนนพระสุเมรุ แขวงบวรนิเวศ เขตพระนคร กรุงเทพฯ 10200 
	 	 โทร. 0-2282-6033-34

THE BULLETIN OF THE DEPARTMENT OF MEDICAL SCIENCES

	 The bulletin of the Department of Medical sciences is an official publication of 
the Department of Medical Sciences, Ministry of Public Health. It is devoted to the dissemination 
of knowledge concerning medical sciences and the facilitation of co-operation among scientists.

Owner 		 Department of Medical sciences, Ministry of Public Health 
Administrative Advisor	 Apichai  Mongkol	 Jureporn  Boonyawongvirot	
		  Varunee  Jinaratana	 Wanchai Sattayawuthipong

Technical Advisor	 Amara  Vongbuddhapitak	 Mayura  Kusum
		  Jongdee  Wongpinairat	 Pimjai  Naigowit
	 	 Supatra Im-Erb	 Sumol Pavittranon
          	 Panadda  Silva
	
Editor		  Yaowapa  Pongsuwanna

Editorial Board	 Somchai Bovornkitti	 Prasert Auewarakul  
	 	 Orasa Suthienkul	 Pilaipan puthavathana
		  Aree Thattiyaphong	 Jurai Chotichanathawewong
	 	 Siri  Srimanoroth	 Usavadee Thavara
		  Kanokporn  Atisook	 Wichuda Jariyapan
		S  uthon Vongsheree	 Malinee Chittaganpitch
		S  uwanna Tienungoon	S iripakorn Sangkitporn
		  Wimol Petkanchanapong	 Prapai  Wongsinkongman  
		  Charoendee  Pingsuthiwong	 Walailuk Matapatara
	 	 Areerat  Sa-ngasang

Secretary	 Paiwan  Boonwong

Administration	 Namfon  Noiprasert
		  Prasan  Julwong

Subscription  Rate 	 The Bulletin of the Department of Medical sciences is published 
quarterly. Annual subscription rate is ฿ 200.00 for domestic and  
us.$ 50.00 for all other countries.

Office 	 Department of Medical Sciences
	 88/7 Soi Tiwanond 14, Tiwanond  Rd., Nonthaburi 11000, Thailand. 

Tel. 0-2951-0000  Fax: 0-2951-1297
Printed by	 Aroonkarnphim Ltd., Part.
	 457/6-7 Phra Sumen Road, Bangkok 10200 Tel. 0-2282-6033-4



ปีท่ี 56 ฉบับท่ี 3 กรกฎาคม - กันยายน 2557   Vol. 56 No. 3 July – September 2014

ว
 ก

รม
ว
ิท
ย
 พ

 5
6
 (3

) ก
.ค

. - ก
.ย

. 2
5
5
7
    B

ull D
ept M

ed Sci 5
6
 (3

) July –
 Septem

ber 2
0
1
4




